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Chapitre 1 – Qu’est ce que l’épigénétique ? 
L’objectif de ce chapitre est de poser les bases nécessaires à la compréhension 
des mécanismes épigénétiques. 
Aristote (384-322 av. J.-C.) parlait d’une " épigenèse " et nommait ainsi le 
développement d'un œuf informe de façon graduelle aboutissant à un organisme aux 
tissus différenciés. Héritière de cette théorie, l’épigénétique a ainsi offert aux 
embryologistes l’existence possible de mécanismes permettant d’expliquer les 
phénomènes complexes du développement embryonnaire et de la différentiation 
cellulaire que la génétique seule ne pouvait expliquer. Denise Barlow 1 décrit  de cette 
façon l’épigénétique comme " l’ensemble de ces choses bizarres et merveilleuses que la 
génétique ne sait pas expliquer "  (source www.epigenome.eu).   
1. L’épigénétique en complément de la génétique 
Le concept d’épigénétique émerge à une époque où la génétique réalise une 
avancée importante grâce aux travaux de Thomas Hunt Morgan, au début du XXème 
siècle, sur la mutation du gène white chez la drosophile (Morgan et al., 1910). Ses 
recherches permettent de comprendre le rôle joué par les chromosomes dans l’hérédité, 
alors même que l’acide désoxyribonucléique (ADN) n’est pas caractérisé comme étant le 
support de l’information génétique. Morgan s’interroge sur le fait que toutes les cellules 
d’un organisme ne sont pas identiques alors qu’elles partagent les mêmes gènes 
déterminant les caractères. 
Alors que la génétique cherche à comprendre comment sont transmis les caractères, un 
embryologiste, Conrad H. Waddington (1905-1975), s’intéresse aux phénomènes 
développementaux par lesquels les gènes et l’environnement peuvent engendrer un 
phénotype. En 1942, il rassemble les théories de la génétique et du développement sous 
le terme épigénétique qu’il définit comme « la branche de la biologie qui étudie les 
relations de cause à effet entre les gènes et leurs produits, faisant apparaître le 
phénotype » (Waddington, 1942a ; 1942b).  
Chapitre 1 – Qu’est ce que l’épigénétique ? 
 
4 
Suite au séquençage complet du génome humain en 2001 il est apparu évident 
que la séquence de l’ADN n’expliquait pas à elle seule le fonctionnement complet de la 
cellule. Elle (la séquence) n'explique notamment pas comment les différents types de 
cellules d'un individu développent des caractères aussi différents que ceux d'un 
neurone, d'une cellule du foie, des muscles ou de la peau à partir d’un génome identique. 
En effet, sans nier le dogme central de la génétique (un gène - une protéine), l'incapacité 
de déchiffrer concrètement dans le génome la totalité des effets phénotypiques met en 
évidence une intervention externe au génome permettant de réguler l’expression des 
gènes suivant le rôle de la cellule concernée et de l’environnement.  
L’épigénétique dicte en quelque sorte où et quand un gène est exprimé (Sharma et al., 
2010) et le profil épigénétique cellulaire est dynamique, du fait de la réversibilité des 
modifications épigénétiques (Waterland et al., 2006). 
 
L’épigénétique se définie aujourd’hui comme l’ensemble des modifications 
chimiques (dites marques) apposées sur le génome, orchestrant une organisation du 
patrimoine génétique en domaines actifs et non actifs, permettant ainsi une sélection et 
une lecture dirigée de l’information génétique. Les marques épigénétiques induisent 
des changements de l’expression des gènes sans modification de la séquence de 
l’ADN (pas de mutation). Ces marques ont comme propriété d’être à la fois, stables 
et héritables au cours des divisions cellulaires, mais aussi modifiables et/ou 
réversibles en fonction de l’environnement et ainsi d’avoir des conséquences, à 
plus ou moins long terme.  
 
2. Organisation de l’ADN et régulation de la transcription 
2.1. L’ADN support de l’information génétique 
En 1953, James D. Watson,  Francis H.C. Crick et Maurice H.F Wilkins, avec l’aide 
des travaux de Rosalind E. Franklin, parviennent à résoudre la structure de l’ADN 
comme étant une double-hélice formée de deux brins complémentaires antiparallèles 
(Watson et Crick, 1953). L’ADN est une macromolécule de nucléotides constitués de 
désoxyriboses phosphatés liés à des bases azotées.  
  
5 
Il existe deux types de bases azotées: 
• Les pyrimidines comprenant la thymine (T) et la cytosine (C) ; (et l’uracile (U) pour 
l’ARN, l’acide ribonucléique). 
• Les purines comprenant l’adénine (A) et la guanine (G). 
La complémentarité de l’ADN est rendue possible par les interactions entre les bases A-T 
et G-C [Figure 1].  
 
Figure 1. Structure de l’acide désoxyribonucléique.  
La complémentarité de l’ADN est rendue possible par les liaisons hydrogènes entre les bases A-T et 
G-C et la molécule d’ADN a la forme d’une double-hélice antiparallèle. Figure adapté de 
http://www.wikiwand.com/fr/Acide_désoxyribonucléique. 
Ces observations ont alors permis d’émettre l’hypothèse que l’ADN est le support 
de l’information génétique et que l’héritabilité peut être expliquée par un mécanisme de 
séparation des brins d’ADN suivi d’une duplication. Matthew Meselson et Franklin Stahl 
démontrent cette théorie en établissant le modèle de réplication semi-conservative 
(Meselson et Stahl, 1958). Dès lors, les scientifiques se penchent sur le déchiffrage du 
code génétique : comment un brin d’ADN peut-il être traduit en protéines ? Et dès les 
années 1960, Robert Holley (Holley et al. 1965a; 1965b), Har Gobind Khorana (Kornberg 
et al. 1964) et Marshall Nirenberg (Matthaei et al. 1962) déchiffrent ce code. 
Hydrogène 
Oxygène 
Azote 
Carbone 
Phosphate 
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2.2. De l’ADN à la chromatine 
Les cellules somatiques eucaryotes contiennent approximativement six milliards 
de paires de bases d’ADN, ce qui correspond à une longueur théorique de deux mètres 
d’ADN. L’intégrité de ce matériel est contenu dans le noyau, dont le diamètre est 
d’environ dix à vingt microns, ce qui implique que l’information génétique soit 
extrêmement compactée (Alberts et al., 2008). Pour cela, l’ADN s’associe à des protéines, 
les histones, qui sont en charge d’organiser le contenu nucléaire en une structure dense 
appelée chromatine (Van Holde, et al., 1974). Par ailleurs, une autre partie de 
l’information génétique, permettant d’assurer les principales fonctions cellulaires, doit 
être accessible en permanence, comme les gènes dits « de ménage ».   
L’organisation de la chromatine comporte ainsi différents niveaux (Felsenfeld and 
Groudine, 2003) [Figure 2]. 
 
 
 
 
Figure 2. De l’ADN aux chromosomes.  
La double-hélice d’ADN s’enroule autour d’histones pour former des nucléosomes. La succession de 
nucléosomes forme une structure en « collier de perles » de 11 nm de diamètre. A un niveau 
supérieur, la compaction est rendue plus forte pour former la fibre de chromatine de 30 nm de 
diamètre. Enfin, des repliements successifs forment des chromosomes. Figure tirée de (Felsenfeld 
and Groudine, 2003). 
 
 
Fibre de chromatine 
Boucles de chromatine 
Chromosome 
Section de chromatine condensée 
Double-hélice d’ADN 
Structure en « collier de perles » 
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2.2.1. L’organisation de la chromatine 
Au niveau de l’organisation primaire de la chromatine, l’ADN est compacté en 
nucléosomes, unités fondamentales de la chromatine, comprenant chacun 147 paires 
de bases enroulées autour d’un octamère d’histones et un ADN de liaison au nucléosome 
suivant (Luger et al., 1997) [Figure 2]. Ces histones sont de petites protéines 
extrêmement conservées au cours de l’évolution comportant un domaine central et des 
extrémités qui sortent du nucléosome et qui sont le siège de diverses modifications post-
traductionelles (décrites en § 3.2.1). La structure primaire en « collier de perles » 
constituée de l’enchaînement des nucléosomes a un diamètre de 11 nm et constitue le 
premier niveau de compactage de la chromatine (Felsenfeld and Groudine, 2003). 
En plus de l’enroulement de la molécule d’ADN autour de l’octamère d’histones, la 
compaction peut être rendue encore plus importante par la liaison de l’histone H1 au 
nucléosome et à l’ADN de liaison. Cette structure de 30 nm de diamètre forme la fibre 
de chromatine (Robinson et al., 2006). 
Le repliement de la fibre de chromatine en un niveau de compaction supérieur forme 
une fibre de 300 nm de diamètre comprenant des boucles de chromatine. Enfin, les 
niveaux supérieurs d’organisation de la chromatine conduisent à la formation des 
chromosomes [Figure 2]. 
2.2.2. Euchromatine et hétérochromatine 
A la fin de la mitose, la chromatine condensée sous forme de chromosomes bien 
visibles se décondense partiellement et s’ouvre pour laisser l’ADN accessible. La 
chromatine décondensée est alors appelée euchromatine et comprend des domaines de 
chromatine active. Elle est riche en gènes et sa structure ouverte la rend relativement 
accessible aux enzymes nécessaires à la transcription, telle que la polymérase d’ARN de 
type II. La partie de la chromatine qui reste fortement condensée est appelée 
hétérochromatine. Elle est pauvre en gènes et peu accessible à la transcription 
(Tamaru, 2010) [Figure 3]. 
On distingue l’hétérochromatine constitutive qui est définie comme la 
chromatine qui reste condensée dans tous les types cellulaires, généralement au niveau 
des centromères et télomères des chromosomes, et l’hétérochromatine facultative qui 
est définie comme de l’euchromatine qui est mise en silence dans certains types 
cellulaires ou à certains stades du développement (Tamaru, 2010). 
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Figure 3. Euchromatine et hétérochromatine.  
L’euchromatine est la configuration ouverte de la chromatine, accessible à la machinerie 
transcriptionnelle. Au contraire, l’hétérochromatine est une forme condensée de la chromatine 
associée à un état répressif de la transcription. 
2.2.3. L’organisation des chromosomes dans le noyau 
Les chromosomes sont contenus dans le noyau, qui sépare le génome du 
cytoplasme, et joue un rôle important dans l’organisation de la chromatine et la 
régulation de l’expression des gènes. 
 
noyau
lamina
chromatine
hétérochromatine
euchromatine
 
Figure 4. Organisation de la chromatine dans le noyau.  
Au niveau de la lamina se trouvent des domaines d’hétérochromatine tandis que l’euchromatine se 
trouve préférentiellement vers le centre du noyau. Figure adaptée de (van Steensel and Dekker, 
2010). 
 
Le noyau est délimité par une double membrane nucléaire. Accolée à sa face 
interne, se trouve la lamina, ensemble de filaments intermédiaires de lamines et  
d’autres protéines, essentielle dans l’organisation de la chromatine (Guelen et al., 2008). 
euchromatine 
hétérochromatine 
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Elle est impliquée dans la régulation de l’expression des gènes en interagissant avec de 
nombreux régulateurs transcriptionnels et participe à l’organisation de 
l’hétérochromatine. Les domaines associés à la lamina sont donc des domaines où la 
chromatine se trouve sous forme d’hétérochromatine, tels que les centromères, 
télomères ou les gènes dont la transcription est réprimée (Guelen et al., 2008). Ces 
domaines se retrouvent donc préférentiellement à la périphérie du noyau [Figure 4]. 
 
Hormis la localisation périphérique de l’hétérochromatine, l’arrangement 
chromosomique dans le noyau est également organisé. A l’interphase, les chromosomes 
occupent des régions appelées territoires chromosomiques contenant chacun un seul 
chromosome (Cremer and Cremer, 2010). L’agencement des territoires 
chromosomiques les uns par rapport aux autres n’est pas aléatoire. Les petits 
chromosomes sont préférentiellement situés vers l’intérieur du noyau et les 
chromosomes plus grands vers la périphérie (Sun et al., 2000) [Figure 5].  
 
Taille des chromosomes Richesse en gènes
 
Figure 5. Territoires chromosomiques et agencement radial du noyau.  
Les chromosomes sont arrangés en territoires chromosomiques au sein du noyau ; chaque territoire 
contenant un chromosome. L’agencement radial au sein du noyau est dépendant de la taille et de la 
richesse en gènes des chromosomes. 
 
Le contenu nucléaire est également important puisqu’à taille égale, un chromosome 
pauvre en gènes (comme le chromosome 18) est situé plus en périphérie qu’un 
chromosome plus riche en gènes (comme le chromosome 19) (Croft et al., 1999). Cette 
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constatation est toutefois nuancée par le fait que l’agencement des territoires 
chromatiniens peut varier d’un type cellulaire à l’autre (Parada et al., 2004). 
Au sein d’un territoire chromosomique, la localisation des gènes semble également être 
liée à leur expression. Les gènes transcriptionnellement actifs étant préférentiellement 
localisés en périphérie du territoire (Kurz et al., 1996). L’hypothèse actuelle serait que 
cette organisation favoriserait les interactions inter-chromosomiques (Branco and 
Pombo, 2006) (http://www.mechanobio.info). 
 
2.3. L’ADN non-codant 
2.3.1. L’ADN codant, par opposition à l’ADN non-codant 
Les régions codantes de l’ADN sont définies comme les régions du génome qui 
codent pour les protéines. Elles consistent en des séquences de nucléotides qui 
correspondent à des séquences d’acides aminés formant des protéines. Ces portions 
codantes sont constituées d’exons et sont interrompues par des sections non codantes, 
les introns, l’ensemble formant un gène. 
Le génome humain comporte près de 21 000 gènes codants pour des protéines 
(ENCODE Project Consortium, 2012). Ces régions codantes ne représentent que 2 % du 
génome (Palazzo and Gregory, 2014 ; Lander et al., 2001) et sont fortement conservées 
entre les espèces (Venter et al., 2001). Le reste du génome est appelé ADN non-codant. 
2.3.2. L’ADN non-codant, ADN poubelle ? 
L’ADN non-codant constitue environ 98 %  du génome humain et a longtemps été 
appelé « ADN poubelle » car il était considéré comme non-fonctionnel (Britten and 
Kohne, 1968 ; Ohno, 1972). Les études de génomiques étant alors centrées sur l’analyse 
des régions codantes. 
Cependant, l’existence de séquences conservées dans les régions non-codantes implique 
qu’elles aient été sous pression de sélection, ce qui est généralement signe de 
fonctionnalité (Bejerano et al., 2004 ; Pennacchio et al., 2006 ; Ward and Kellis, 2012).  
Parmi les fonctionnalités décrites de l’ADN non-codant, on retrouve des éléments 
impliqués dans la reconnaissance de la machinerie transcriptionelle et des facteurs de 
transcription tels que les promoteurs, les enhancers, les silencers et les insulators . L’ADN 
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non-codant contient également des séquences qui sont transcrites en molécules d’ARN 
non-codantes mais fonctionnelles telles que les ARNs de transfert, ARNs ribosomaux, 
micro-ARNs (décrits en § 3.4.1) et longs ARNs non-codants. Enfin, d’autres éléments 
fonctionnels composent l’ADN non-codant tels que les séquences répétées jouant un rôle 
structural à l’échelle chromosomique (télomères, centromères), les introns et les 
origines de réplications [Figure 6]. 
 
Régulateurs de 
la transcription
Promoters
Enhancers
Insulators
Silencers
ARNs
non-codant
Micro ARNs
ARNs ribosomaux
ARNs de transfert
Longs ARNs non-codants
Autres
Eléménts transposables
ADN répétitifs
Origines de réplication
Introns
Pseudogènes
ADN non codant
 
 
Figure 6. L’ADN non-codant.  
L’ADN non-codant comprend des éléments régulateurs de la transcription tels que les promoteurs et 
enhancers, des éléments codants pour des ARNs non-codants, tels que les micro-ARNs et les ARNs 
ribosomaux et d’autres éléments jouant un rôle structural. 
 
3. La diversité des modifications épigénétiques  
L’épigénétique regroupe des modifications chimiques apposées sur l’ADN, comme 
la méthylation, et de manière plus complexe, sur les histones afin de constituer un 
étiquetage des régions génomiques concordant avec leur état transcriptionnel. D’autre 
part, l’organisation spatiale de l’ADN, c’est à dire la manière dont l’ADN est enroulé 
autour des histones, la nature des histones (variants d’histones), la répartition des 
nucléosomes, ainsi que leur état de compaction (euchromatine versus 
hétérochromatine) conditionne directement l’accessibilité à l’information génétique. 
Enfin, les ARN non-codants (ARNnc) sont également capables d’influer sur l’expression 
des gènes et de diriger la régulation épigénétique. 
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3.1. La méthylation de l’ADN 
La méthylation de l’ADN fut la première modification épigénétique découverte et 
reste la plus étudiée à ce jour. La 5-méthylcytosine est décrite dès 1925 dans l’ADN 
bactérien et sa caractérisation interviendra 25 ans plus tard (Wyatt, 1950). Puis en 
1975, Riggs, Holliday et Pugh émettront l’hypothèse de son implication dans la 
régulation épigénétique (Choudhuri, 2011).  
 
3.1.1. Lieux et fonction de la méthylation de l’ADN 
Chez les mammifères, la méthylation de l’ADN a lieu quasi exclusivement sur le 
carbone 5 des cytosines qui précèdent une guanine, on parle alors de dinucléotides CpG 
(Razin and Riggs, 1980). La méthylation de cytosines dans des séquences CpA, a 
également été observée dans les cellules souches ou neuronales (Auclair and Weber, 
2012). 
Ces dinucléotides CpG ne sont pas uniformément répandus dans le génome étant 
donné qu’ils ne représentent environ que 0,8% des dinucléotides dans le code génétique 
des mammifères (contre 5% statistiquement attendus). Il a d’ailleurs été proposé que 
cette sous-représentation des CpG serait due à l’instabilité chimique des 5-
méthylcytosines (5mC) spontanément converties en thymine par déamination (Scarano 
et al., 1967 ; Schorderet and Gartler, 1992 ; Fryxell and Moon, 2005 ; Simmen 2008).  
Les CpG sont organisés selon plusieurs types de régions différentes [Figure 7]: 
- Les îlots CpG sont définis comme une séquence d’ADN de plus de 500bp, ayant une 
teneur en CG de plus de 55% et un ratio de CpG observé/attendu supérieur à 0,65 
(Gardiner-Garden and Frommer, 1987; Takai and Jones, 2002 ; Wang and Leung, 2004).  
- Les « rivages » des îlots CpG (shores), quant à eux, s’étendent sur 2kb en 5’ (North) 
et en 3’ (South) des îlots CpG et possèdent une densité en CG beaucoup plus faible que 
les îlots (Doi et al., 2009 ; Irizarry et al., 2009). 
- Les « bords » des îlots CpG (shelves), sont beaucoup moins riches en CpG et 
s’étendent entre 2kb et 4kb en 5’ et en 3’ des îlots CpG. 
- Enfin, les séquences répétées, telles que les répétitions centromériques ou les 
rétrotransposons LINE et SINE, portent elles aussi de nombreux CpG (Yoder et al., 
1997).  
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- Au delà de ces régions, on parle d’ « Open Sea », pour les CpGs isolés dans le reste du 
génome (Sandoval et al., 2011). 
Les rôles respectifs de ces différentes formations sont plus ou moins identifiés et 
peuvent être très complexes (Suzuki and Bird 2008 ; Reddington et al. 2013).  
Exon 1 Exon n
… ……
Séquence répétée
Bord de l’ilôt CpG Rivage de l’ilôt CpG Ilôt CpG
Facteur de transcription
MeCP2 MBD
MBD
" N Shelf " (2-4kb) " N Shore " (~2kb) " CpG island "" Open Sea "
CpG isolés
Protéines de liaison aux CpG méthylés
 
 
Figure 7. Répartition des CpG.  
Les bâtons rouges représentent des CpGs, les sphères rouges représentent des groupements 
méthyles et l’ADN est symbolisé par une ligne noire. 
 
Chez l’homme, les îlots CpG, généralement déméthylés, sont concentrés dans les 
régions promotrices des gènes. Près de 65% des gènes possèdent dans leur région 5’ 
(promoteur, 5’UTR et premier exon) un ilôt CpG (Davuluri et al., 2001;  Marino-Ramirez 
et al., 2004).  Les autres régions comme les exons (à l’exception de l’exon 1) sont 
généralement pauvres en CpG [Figure 7]. Dans les cellules somatiques, la grande 
majorité de ces ilôts sont dépourvus de méthylation permettant ainsi l’expression des 
gènes situés en aval (Illingworth and Bird, 2009).  
Quand les séquences promotrices sont méthylés, cette méthylation est associée à une 
inhibition transcriptionnelle en agissant par encombrement stérique du grand sillon de 
l’hélice d’ADN. En effet, lorsqu’un promoteur possède un îlot CpG méthylé, deux 
mécanismes peuvent alors s’enclencher. D’un côté, des protéines peuvent reconnaître 
les CpG méthylés (Methyl-CpG-binding proteins, MBD comme MeCP2) et y recruter des 
co-répresseurs [Figure 7] (Meehan et al., 1989; Meehan et al., 1992; Nan et al., 1998; 
Klose and Bird, 2006; Sassai and Defossez, 2009). De l’autre, ces groupements méthyles 
empêchent la reconnaissance par des facteurs de transcription, menant ainsi à la 
répression du gène sous le contrôle de ce promoteur (Watt and Molloy, 1988; Iguchi-
Ariga and Schaffner, 1989 ; Prendergast and Ziff, 1991; Santoro and Grummt, 2001; 
Wiench et al., 2011).  
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A l’inverse, un promoteur possédant un îlot CpG non méthylé, pourra aussi bien être 
associé à un gène activement transcrit ou soumis à d’autres formes de régulations 
(Meissner et al., 2008). Certains îlots CpG sont quant à eux orphelins, c’est-à-dire qu’ils 
ne sont situés sur aucun promoteur de gène connu. Le rôle de ces îlots n’est pas encore 
totalement élucidé, mais ils sont généralement plus méthylés que leurs homologues 
situés sur des promoteurs et leur profil de méthylation semble suggérer un rôle tissu-
spécifique (Illingworth et al., 2008 ; Illingworth et al., 2010).  
Enfin, la méthylation dans le corps d’un gène apparaît liée à la transcription active dudit 
gène (Hellman and Chess, 2007; Aran et al., 2011; Jjingo et al., 2012) même si pour 
l’heure il n’est pas démontré clairement si c’est la méthylation qui induit l’expression ou 
l’inverse (Auclair and Weber, 2012). Nombres d’hypothèses sont émises, comme une 
participation dans l’épissage des pré-ARN messagers en agissant comme marqueurs des 
introns et exons. La méthylation intragénique pourrait également réprimer des 
promoteurs alternatifs de transcription.  
La plupart des différences de méthylation de l’ADN entre 2 types cellulaires sont 
portées par les rivages CpG (Doi et al., 2009 ; Irizarry et al., 2009). Certaines données 
récentes tendent à montrer que ces derniers seraient impliqués dans l’utilisation de 
promoteurs alternatifs et que leur méthylation serait corrélée à une diminution de la 
transcription du gène voisin probablement en agissant comme site d’arrimage pour des 
MeCP, modifiant ainsi l’expression d’un gène, même s’il ne possède pas d’îlot CpG 
méthylé sur son promoteur (Stancheva et al., 2003). 
Dans le cas des séquences répétées de rétrotransposons ou de régions 
centromériques, la méthylation semblent favoriser une certaine stabilité 
chromosomique en empêchant la transcription de ces derniers (Bestor, 2005).  
Enfin, grâce au développement de nouvelles techniques permettant l’analyse de 
la méthylation à l’échelle du génome, de nouvelles zones de méthylation en dehors des 
îlots CpG commencent à attirer l’attention, notamment les bords des îlots CpG (CpG 
island shelves, entre 2 et 4kb en 5’ ou en 3’ des îlots CpG) bien que leurs rôles exacts 
soient encore à déterminer (Song et al., 2013). 
3.1.2. Les méthyltransférases d’ADN (DNMT) 
Le mécanisme de méthylation de l’ADN passe par des enzymes spécialisées : les 
méthyltransférases d’ADN ou DNMT.  
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i. Les DNMTs désignent une famille de protéines, conservées au cours de 
l’évolution, qui sont réparties chez les mammifères en DNMT1 et DNMT3 [Figure 8]. 
L’ancienne DNMT2 a été renommée méthyltransférase d’ARN de transfert (TRDMT1) 
puisque sa seule activité catalytique était sur l’ARN de transfert de l’acide aspartique et 
non sur l’ADN (Schaefer and Lyko, 2010 ; Squires et al., 2012). 
 
Figure 8. Structure des différentes DNMT humaines. 
DMAP1 est le domaine d’interaction entre la DNMT1 et une protéine liée à la DNMT1 nommée elle-
même DMAP1. PBD est le domaine d’interaction avec PCNA, NLS est le signal de localisation 
nucléaire, TRF le domaine ciblant les foyers de réplication, CXXC est le domaine d’interaction au 
Zn(II), BAH(1/2) sont des « Bromo-Adjacent Homology domains » et (KG)n est un pont lysine-glycine 
entre le domaine régulateur et catalytique de la DNMT1. PWWP est le motif proline-tryptophane-
tryptophane-proline et le PHD est le « Plant Homology Domain ». Figure tirée de (Gros et al., 2012). 
 
Les DNMT catalytiquement actives partagent des caractéristiques communes, 
notamment un domaine N-terminal régulateur et un domaine C-terminal catalytique 
[Figure 8]. Ce domaine catalytique est très conservé entre différentes espèces (Lauster 
et al., 1989 ; Robertson, 2001 ; Jurkowska et al., 2011) et présente dix motifs, permettant 
à la fois, la liaison du donneur de méthyle le S-Adénosyl-L-Méthionine (SAM) et la 
reconnaissance de la cytosine ciblée. La partie N-terminale, quant à elle, permet une 
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localisation nucléaire de la protéine et semble aider au positionnement sur l’ADN en 
servant principalement de régulateur et de recruteur de protéines modulant la 
chromatine (Cheng and Blumenthal, 2010). 
 
La DNMT1 fut la première DNMT à être purifiée et caractérisée (Bestor and 
Ingram, 1983; Bestor, 1988; Bestor et al., 1988) [Figure 9].  
 
BAH1
BAH2
CXXC
Domaine catalytique
CpG DNA
 
Figure 9. Représentation spatiale de la Dnmt1. 
Représentation spatiale des acides aminés 650 à 1602 de la Dnmt1 murine en présence d’un duplex 
d'ADN de 19 pb contenant deux sites CpG non méthylés. L’ADN est coloré en bleu foncé et les 
domaines CXXC, BAH1, BAH2 et le domaine catalytique sont respectivement colorés en jaune, violet, 
bleu clair et vert. Figure tirée de (Song et al., 2011). Code PDB: 3PT6. 
De toutes les DNMT, cette enzyme est la plus abondante dans les cellules 
somatiques (Robertson et al., 1999). Plusieurs observations in vitro montrent une 
préférence de la DNMT1 pour l’ADN hémiméthylé comparé au non-méthylé, avec une 
différence pouvant varier d’un facteur 2 à 40 (Pradhan et al., 1997 ; Pradhan et al., 1999 
; Goyal et al., 2006 ; Jeltsch, 2006), ce qui a amené à décrire la DNMT1 comme une 
enzyme de maintenance de la méthylation qui aurait un grand rôle lors de la 
réplication cellulaire (Prokhortchouk and Defossez, 2008). La suppression du gène 
Dnmt1 dans les souris peut mener à une importante déméthylation du génome et à une 
forte mortalité embryonnaire (Li et al., 1992). Dans les cellules non-tumorales, la 
délétion conditionnelle ou totale de DNMT1 entraîne l’apoptose (Takashima et al., 
2009), de graves défauts mitotiques (Chen et al., 2007) et peut favoriser la tumorigénèse 
par une forte instabilité chromosomique (Eden et al., 2003 ; Gaudet et al., 2003). Ces 
résultats montrent donc que DNMT1 est essentielle à la fois lors du développement 
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embryonnaire et dans les cellules somatiques, afin d’assurer la prolifération et la survie 
cellulaire (Jurkowska et al., 2011). 
La DNMT1 est une enzyme particulièrement complexe. En effet, si de nombreuses 
observations font état de sa préférence pour un substrat hémi-méthylé (Pradhan et al., 
1997 ; Pradhan et al., 1999 ; Goyal et al., 2006 ; Jeltsch, 2006), la DNMT1 possède deux 
sites de fixations de l’ADN : un site situé dans la poche catalytique et un site allostérique 
(Pradhan and Esteve, 2003a). Ainsi, selon le type d’ADN (non-méthylé, méthylé ou hémi-
méthylé) lié à chacun des sites, la DNMT1 peut montrer des activités catalytiques bien 
différentes (Bacolla et al.,1999 ; Svedruzic and Reich, 2005). 
 
A l’opposé de la DNMT1, les DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L sont présentes en 
plus faibles quantités dans les cellules somatiques et ont été découvertes un peu plus 
tardivement (Okano et al., 1998a ; Bourc'his et al., 2001 ; Bourc'his and Bestor, 2004). La 
DNMT3L ne montre aucune activité catalytique seule (Deplus et al., 2002 ; Margot et al., 
2003 ; Lan et al., 2010) et semble servir de cofacteur de la DNMT3A. Elle interagit avec 
des modulateurs d’histones, jouant ainsi un rôle entre marques d’histones et 
méthylation d’ADN (Deplus et al., 2002). Aucune préférence entre ADN hémiméthylé ou 
non-méthylé n’a été constatée pour les DNMT3A et 3B (Robertson et al., 1999). Il a donc 
été proposé que les DNMT3A et 3B possèderaient un rôle lors de la mise en place de la 
méthylation sur des régions précédemment non méthylées, c’est-à-dire lors de la 
méthylation de novo. Plus précisément, DNMT3A a été identifiée comme 
principalement responsable de l’empreinte parentale des gènes, tandis que DNMT3B 
semble être souvent impliquée dans la méthylation des centromères étant donné que 
des mutations sur cette dernière entraînent, entre autres, une instabilité centromérique 
et des syndromes immunodéfiencents (Hansen et al., 1999 ; Lan et al., 2010 ; Jurkowska 
et al., 2011). 
 
TRDMT1 (anciennement DNMT2) a été identifiée par analogie avec la séquence 
ADN du domaine C-terminal de la DNMT1 (Wilkinson et al., 1995). Son activité de 
méthyltransférase d’ADN est très limitée aussi bien in vitro que in vivo, suggérant que le 
domaine N-terminal des DNMT, absent sur TRDMT1 [Figure 8], n’est pas essentiel pour 
l’activité catalytique mais fonctionne plutôt comme un régulateur (Hermann et al., 
2004). Il a d’ailleurs été montré que le principal rôle de TRDMT1 n’est pas lié à la 
méthylation de l’ADN, mais à la méthylation de l’ARN de transfert de l’acide aspartique 
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(Goll et al., 2006 ; Jurkowski et al., 2008). A la grande différence des autres DNMT, une 
mutation voire même une invalidation par ARN interférence de TRDMT1 n’induit pas de 
modification notable du phénotype (Okano et al., 1998b ; Kunert et al., 2003 ; Goll et al., 
2006).  
ii. Les mécanismes de la méthylation de l’ADN 
Le mécanisme général de méthylation de l’ADN est partagé par toutes les 
méthyltransférases d’ADN, indépendamment de l’espèce considérée (Bestor and 
Verdine, 1994). Il consiste à catalyser l’ajout, de manière covalente, d’un groupement 
méthyle (CH3) en position 5 des cytosines à partir du cofacteur SAM [Figure 10]. 
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S-adénosyl-L-méthionine (SAM) S-adénosyl-L-homocystéine (SAH)
méthyltransférase d’ADN
DNMT
 
Figure 10. Mécanisme d’action des méthyltransférases d’ADN. 
Les DNMTs méthylent l’ADN sur le carbone 5 des cytosines en utilisant le SAM comme donneur du 
groupement méthyle. 
 
L’apposition de la méthylation de l’ADN peut se faire selon deux mécanismes : la 
maintenance ou la méthylation de novo. La méthylation de novo est principalement 
mise en place par les DNMT3A et DNMT3B grâce à des interactions avec des 
modifications chromatiniennes ou avec des ARNnc pouvant servir de guides (Ooi et al., 
2007 ; Aravin et al., 2008 ; Holz-Schietinger and Reich, 2012). Ces deux DNMT sont les 
seules possédant un domaine proline-tryptophane-tryptophane-proline (PWWP) qui 
leur permet de se lier directement à l’ADN (Ge et al., 2004). De plus, la DNMT3L permet 
de former un tétramère DNMT3L-3A-3A-3L [Figure 11], suggérant la méthylation 
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simultanée de deux sites CpG espacés par un tour d’hélice (Jia et al., 2007). Ce tétramère 
peut d’ailleurs s’oligomériser directement sur l’ADN et méthyler ainsi beaucoup plus de 
sites CpG (Jurkowska et al., 2008). 
Dnmt3L Dnmt3LDnmt3A
Dnmt3A
 
Figure 11. Représentation spatiale du complexe Dnmt3A/Dnmt3L. 
Modélisation de l’organisation spatiale des domaines catalytique du tétramère Dnmt3A-Dnmt3L en 
présence d’une molécule d'ADN d’environ 25 pb. Figure tirée de (Jia et al., 2007). Code PDB: 2QRV. 
La maintenance de la méthylation est par contre réalisée majoritairement par 
la DNMT1 selon deux mécanismes différents. Au début de la phase S du cycle cellulaire, 
la DNMT1 est transportée dans le noyau grâce à son domaine de signal de localisation 
nucléaire (NLS) et plus précisément au foyer de réplication à l’aide d’une séquence 
localisée dans son domaine N-terminal (« targeted replication foci » ou TRF) et de son 
domaine d’interaction avec PCNA (PBD) [Figure 8]. La DNMT1 va alors se lier à l’ADN 
hémiméthylé et compléter la méthylation sur le brin nouvellement synthétisé (Iida et al., 
2002 ; Prokhortchouk and Defossez, 2008 ; Lan et al., 2010). Une fois cette méthylation 
effectuée, la DNMT1 pourra avancer le long du nouveau brin d’ADN et vérifier les 
éventuelles erreurs dans la maintenance de cette marque épigénétique. Le second 
mécanisme est basé sur UHRF1, une protéine reconnaissant l’ADN hémiméthylé, 
pouvant recruter la DNMT1 et ainsi la positionner sur les sites à méthyler, notamment 
grâce à une reconnaissance des sites hémi-méthylés et de la méthylation de la lysine 9 
de l’histone 3 (H3K9me) (Cheng and Blumenthal, 2010 ; Bianchi and Zangi, 2013 ; Liu et 
al., 2013).  
 
De plus, les DNMT peuvent interagir entre elles. Par exemple, la partie N-
terminale de la DNMT1 peut se lier aux parties N-terminales de la DNMT3A et DNMT3B, 
permettant ainsi à la DNMT1 de participer à la méthylation de novo (Fatemi et al., 2002 ; 
Kim et al., 2002). De la même façon, les DNMT3s peuvent avoir une activité de 
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maintenance de la méthylation lorsque la DNMT1 est absente ou non (Xu et al., 2010 ; 
Walton et al., 2011). La séparation entre méthylation de novo et maintenance n’est donc 
pas stricte. 
Grâce à tous ces mécanismes, la maintenance de la méthylation de l’ADN est 
réalisée avec une fréquence d’erreurs de l’ordre de 5% par site CpG et par division 
cellulaire (Riggs et al., 1998), permettant aux cellules une certaine flexibilité pour des 
changements subtils mais probablement importants dans leurs profils de méthylation. 
3.1.3. La déméthylation de l’ADN 
L‘existence d’une déméthylation active de l‘ADN, directement impliquée dans la 
régulation épigénétique, a longtemps fait débat (Bhutani et al., 2011). La déméthylation 
a longtemps été considérée comme un phénomène essentiellement passif lors de la 
réplication, ou issu de la réparation de l’ADN par hydrolyse de la 5-méthyl-2’-
désoxycytidine en 2’-désoxythymidine. Cette conversion spontanée est décrite et 
contribue à expliquer la sous-représentation des CpG dans le génome (Schorderet et al., 
1992). Pourtant l’existence d’un mécanisme rapide et actif de déméthylation est 
suspecté depuis les années 70 et en 1990 une déméthylation rapide et active a été 
clairement démontrée, sans que le mécanisme soit défini (Paroush et al., 1990). En 2009, 
deux équipes ont mis en évidence la présence de la 5-hydroxyméthyl-2’-désoxycytidine 
(5-hmdC) dans certaines cellules neuronales et les enzymes responsables de la 
conversion de la 5-mdC en 5-hmdC suggérant un nouveau mécanisme de déméthylation 
active (Kriaucionis et al., 2009 ; Tahiliani et al., 2009). Les enzymes TET 1, 2 et 3 (Ten-
Eleven Translocation enzymes) sont les enzymes responsables de l’oxydation de la 5-
méthyl-2’-désoxycytidine en 5-hydroxyméthyl-2’-désoxycytosine (5-hmdC) (Franchini 
et al., 2009). Plus récemment, il a été montré qu’elles participent ensuite à la 
transformation de la 5-hmdC en 5-formyl-2’-désoxycytidine puis en 5-carboxy-2’-
désoxycytidine, substrats pouvant être remplacés par une cytosine par des enzymes du 
mécanisme de réparation de l’ADN "Base Excision Repair" (BER). Il a également été 
démontré que le noyau cytosine peut être désaminé via l’action de cytidines 
désaminases pour former une thymine. La modification de la base méthylcytosine en 
thymine créé un mésappariement (T / G) dans la séquence ADN qui est reconnu et 
«réparé» et la thymine incriminée est alors remplacée par une cytosine afin de restaurer 
l’hybridation du double brin d’ADN (Bhutani et al., 2010). 
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Des études ont montré que TET1 interagit préférentiellement avec les régions 
riches en CpG dans les promoteurs ou dans le corps des gènes, probablement par 
l’intermédiaire de son domaine CXXC. De plus, les gènes auxquels sont liés TET1 peuvent 
être actifs et inactifs suivant leur nature puisque la déplétion de TET1 provoque soit une 
diminution de la transcription soit une augmentation (Xu et al., 2011 ; Wu et al., 2011 ; 
Ficz et al., 2011; Williams et al., 2011). Cette enzyme joue donc des rôles multiples dans 
la régulation de l’expression génique. La découverte de fréquentes mutations de TET2 
dans de nombreuses leucémies en font aujourd’hui une protéine d’intérêt majeur dans le 
domaine de l’épigénétique (Chan et al., 2013). Toutes ces données suggèrent ainsi, un 
lien entre l’oxydation des 5mC par les protéines TETs et la déméthylation. 
 
L’équilibre entre méthylation et déméthylation de l’ADN apparaît donc 
aujourd’hui comme  un composant précis et pouvant être conservé dans la régulation 
épigénétique. 
3.2. Les modifications post-traductionnelles des histones 
La méthylation de l’ADN est liée à une autre marque épigénétique majeure : la 
modification chimique des queues N-terminales des histones. Les histones sont des 
protéines de faible poids moléculaire, riches en acides aminés basiques et elles 
s’organisent en octamère comprenant deux exemplaires de chaque histone H2A, H2B, 
H3 et H4. Autour de chaque octamère s’enroule 147 pb d’ADN chargé négativement, 
l’ensemble forme le nucléosome (Luger et al., 1997). Enfin, l’histone H1 sert de liaison 
afin de sceller le nucléosome. Les histones sont constituées de deux parties 
structurellement bien distinctes, le corps des histones et la « queue des histones ».  
[Figure 12]. Ces protéines ont un rôle structural car elles permettent de compacter les 
6,4 milliards de pb de l’ADN humain mais ce sont aussi des entités dynamiques qui 
régulent l’expression des gènes en agissant sur le degré de compaction de la chromatine 
[Figure 2 et Figure 3].  
3.2.1. Une marque épigénétique complexe 
La partie que l’on nomme « queue des histones » est sujette à de nombreuses 
modifications post-traductionnelles [Figure 13]: acétylation, méthylation, 
phosphorylation, SUMOylation, ubiquitination, clivage de la queue (Bannister and 
Kouzarides, 2011). Ces modifications sont mises en place par des protéines spécialisées 
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[Tableau 1] : les histones acétyltransférases (HATs) (Sterner and Berger, 2000), les 
histones méthyltranférases (HMTs) (Zhang and Reinberg, 2001), ou encore les kinases 
(Nowak and Corces, 2004) et possèdent la propriété d’être dynamiques et donc, 
réversibles grâce à des enzymes comme les histones déacétylases (HDAC) et les histones 
déméthylases (HDMs) qui ont été mises en évidence pour la lysine (Shi et al., 2004 ; 
Whetstine et al.  2006) ainsi que pour l’arginine (Chang et al., 2007).  
 
H2A H2B
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Queues N-terminales
des histones
 
Figure 12. Représentation schématique d’un nucléosome. 
Un nucléosome est composé d’un octamère d’histones composé de 2 copies H2A, H2B, H3 et H4, 
autour duquel s’enroule 147 pb d’ADN. Des modifications chimiques post-traductionelles des queues 
N-terminales des histones interviennent dans l’état de compaction de la chromatine. 
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Figure 13. Modifications post-traductionnelles des histones. 
Représentation schématique de la localisation et de la nature des principales modifications post-
traductionnelles des queues d’histones. Figure adaptée de (Spivakov and Fisher, 2007). 
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Généralement, l’acétylation des lysines (catalysée par les HAT), est associée à un 
état chromatinien permissif pour la transcription (Hebbes et al., 1988). La neutralisation 
de la charge positive du groupement NH3+ de la lysine permet de relâcher l’interaction 
ADN-histones et induit la décompaction de la chromatine. La méthylation des histones 
est, elle, plus complexe et dépend du type de résidu (K ou R) qui est méthylé, de la 
position de celui-ci (K4, K9, K27…) et du nombre de méthyles (1, 2 ou 3) apposés par les 
HMT [Tableau 1]. 
 
Marque 
d’histones 
Enzyme 
 "writer" 
Etat 
transcriptionnel 
Rôle / Localisation 
H3K4 (me2-3) 
MLL (1 à 4), 
SETD1 A/B 
Actif 
Promoteur riche en CpG, gènes 
activés par les protéines Trithorax 
H3K9 (me2-3) 
G9a, SUV39H, 
SETDB 1 
Répressif 
Hétérochromatine (centromère, 
séquences répétées, transposons) 
H3K27 me3 EZH1/2 Répressif 
Promoteur des gènes réprimés par 
les protéines Polycomb (PRC2) 
H3K36 me3 
SETD2, NSD1-3, 
SYMD2 
Actif Corps des gènes, lié à l’élongation 
H4K16 Ac 
MOF, MORF, 
MOZ, TIP60 
Actif Gènes 
H4K20 me3 SUV420H Répressif 
Hétérochromatine, 
réparation de l’ADN 
H2AK119 Ub BMI1 Répressif 
Promoteur des gènes réprimés par 
les protéines Polycomb (PRC1) 
 
Tableau 1. Fonctions des modifications post-traductionnelles des histones. 
Les modifications post-traductionnelles des histones sont nombreuses. Il existe au moins 11 
modifications chimiques différentes intervenant sur plus de 60 résidus présents sur les queues N-
terminales des histones. Ce tableau représente une liste non exhaustive des enzymes impliquées 
dans l’apposition de ces marques, l’état transcriptionnel associé et le rôle ou la localisation de ces 
marques.  
3.2.2. De nombreux acteurs 
A la complexité des modifications post-traductionnelles des histones, que l’on 
nomme parfois « code histone », s’ajoute donc celle des nombreux acteurs qui 
interviennent pour apposer ou éliminer ces marques. On parle de protéines « Writers » 
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et de protéines « Erasers ».  Les protéines, capables de reconnaître puis se fixer aux 
histones (ou à l’ADN) modifiés et de recruter des complexes de machinerie d’activation 
ou de répression de la transcription, sont à leur tour caractérisées comme des éléments 
« readers » de l’épigénome [Tableau 2]. 
 
Epigenetic 
Mechanism 
"Writer" Enzymes "Eraser" Enzymes "Reader" Domains 
Histone 
Acetylation 
Histone Acetyltransferases  
HAT (3 families) : 
-GCN5/PCAF 
-MYST 
-P300/CBP 
Histone Deacetylases 
HDAC 
-Bromodomains 
-Pleckstrin Homology 
Domains (PHD) 
-Tandem PHD Fingers 
Histone Arginine 
Methylation 
Protein Arginine 
Methyltransferases 
(PRMTs) 
Histone Demethylases 
JMJD6  
-Tudor Domains 
(recognize 
symmetrically 
dimethylated 
arginines) 
-WD40 Domains  
Histone Lysine 
Methylation 
Histone Lysine 
Methyltransferases KMT 
(4 families): 
-SUV3 
-SET1 
-SET2 
-RIZ 
Histone Lysine 
Demethylases : 
KDMs/LSD1 
JMJDs 
-Chromodomains 
-Tudor Domains 
-PHD Fingers 
-MBT Domains 
-WD40 Domains 
-PWWP  
Histone 
Phosphorylation 
Kinases 
(JAK2, ATM/ATR, PKC, 
PKA, Aurora B Kinase, 
AMPK, MEK)  
-Serine/Threonine 
Phosphatases 
-Tyrosine 
Phosphatases  
-Chromoshadow 
Domains 
(phosphoTyrosine) 
-14.3.3 Proteins 
(phosphoSerine) 
-BIR Domains 
-BRCT Proteins  
Histone 
Ubiquitination 
-Ubiquitin E2 Conjugases 
-Ubiquitin E3 Ligases  
Deubiquitinating 
Enzymes  
Unknown  
 
DNA 
Methylation 
DNA Methyltransferases 
(DNMT) 
-Active DNA 
Demethylation : 
TET enzymes 
-Passive DNA 
Demethylation  
Methyl-CpG Binding 
Domains : 
-MBD domains 
-SRA domains 
-Zinc fingers 
 
Tableau 2. Les acteurs du paysage épigénétique. 
Ce tableau représente une liste des acteurs majeurs impliqués dans les modifications et la lecture du 
paysage épigénétique. Tableau mis en forme à partir de (Kuo et al., 1998; Jenuwein,and Allis, 2001; 
Schneider et al., 2004; Martin and Zhang, 2005; Shi, 2007; Di Lorenzo and Bedford, 2011; Arrowsmith 
et al., 2012; Barbieri et al., 2013; Roidel and Hacker, 2014). 
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3.3. Le positionnement des nucléosomes 
La densité en nucléosomes présente sur un locus donné a un impact important 
sur son expression par la régulation de son accessibilité. En effet, la compaction de la 
chromatine, due à la présence de nucléosomes sur des promoteurs de gènes, va 
empêcher la fixation des facteurs de transcription. Il a été montré que la perte d’un 
nucléosome en amont du site de démarrage de transcription est étroitement liée à 
l’activation du gène (Lin et al., 2007 ; Shivaswamy et al., 2008).  
De manière générale, la cartographie génomique du positionnement des nucléosomes a 
révélé la présence de régions dépourvues de nucléosomes ou NFR (Nucleosome Free 
Region), en amont des sites d’initiation de la transcription (TSS) de gènes actifs (Schones 
et al., 2008 ; Jiang and Pugh, 2009). Les sites de fixation des facteurs de transcription 
sont habituellement localisés dans ces régions. Ces NFR semblent servir de sites 
d’assemblage et de désassemblage de la machinerie transcriptionnelle (Figure 14) (Yuan 
et al., 2005).  
Les changements dynamiques du positionnement des nucléosomes sont régulés par 
plusieurs facteurs : la séquence de l’ADN, les complexes de remodelage de la chromatine 
dépendant de l’ATP et les facteurs de transcription (dont le complexe de pré-initiation et 
l’ARN Pol II) (Smith and Peterson, 2005 ; Struhl and Segal, 2013). 
Les NFR localisées au niveau des TSS sont généralement entourées de deux nucléosomes 
bien positionnés en amont et en aval (-1 et +1) [Figure 14]. Le premier nucléosome en 
amont du TSS est sujet à de nombreuses variations durant la transcription. Ces 
variations affectent sa stabilité : acétylation, méthylation, repositionnement et éviction 
après la formation du complexe de pré-initiation (Jiang and Pugh, 2009). En aval du TSS, 
le premier nucléosome contient souvent des variants d’histones H2A.Z et H3.3 (Bargaje 
et al., 2012 ; Biterge and Schneider, 2014). Ces variants d’histones forment des 
nucléosomes moins stables, facilitant ainsi leur éjection et l’accessibilité de la 
machinerie transcriptionnelle. Pendant la transcription, ce nucléosome est 
probablement expulsé, mais semble reprendre sa place une fois que l’ARN Pol II est 
passée (Jiang and Pugh, 2009). 
Les nucléosomes sont de moins en moins en phase lorsque l’on s’éloigne du TSS. Enfin, il 
existe une deuxième NFR à l’extrémité 3’ du gène (Jiang and Pugh, 2009) [Figure 14]. 
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Figure 14. Positionnement des nucléosomes sur un gène. 
Des régions dépourvues de nucléosomes (NFR) sont présentes en amont du TSS et en aval du gène. 
Les nucléosomes autour du TSS sont bien positionnés et le deviennent de moins en moins en s’en 
éloignant. Figure tirée de (Jiang and Pugh, 2009). 
3.4. Les ARN non codants 
On sait aujourd’hui que les 98% du génome correspondant aux régions non 
codantes du génome sont activement transcrites pour former de nombreux ARNnc : 
sens, antisens, intergéniques ou recouvrant des gènes (Carninci et al., 2005 ; Mattick and 
Makunin, 2006).  
Beaucoup de ces ARNnc sont des transcrits antisens de plusieurs centaines de bases. Ils 
peuvent être générés en amont du TSS d’un ARN codant et le recouvrir en partie. Des 
études ont ainsi montré que plus de 70% des transcrits ont un partenaire antisens chez 
l’homme et la souris (Beiter et al., 2009 ; Katayama et al., 2005). 
Il n’existe pas un mécanisme d’action canonique de ces ARNnc mais de nombreux 
modèles ont été avancés comme par exemple une possible interaction avec le complexe 
répressif PRC2 (Khalil et al. 2009), une interférence transcriptionnelle (Martens et al. 
2004 ; Hongay et al. 2006 ; Petruk et al. 2006), ou encore une interférence de 
l’élongation par association avec des polymérases d’ARN (Espinoza et al. 2004 ; Mariner 
et al. 2008 ; Faghihi and Wahlestedt, 2009 ; Caley et al. 2010). 
3.4.1. Les petits ARN non codants 
A l’opposé des longs ARNnc, les petits ARNnc sont scindés en trois groupes : les 
micro-ARN (ARNmi), les petits ARN interférants (ARNsi) et les ARN interagissant 
avec Piwi, une sous-famille des protéines Argonautes (ARNpi). Pour ces derniers, il a été 
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montré que les complexes - PIWI / ARNpi - pouvaient recruter des modificateurs 
épigénétiques sur les séquences complémentaires des ARNpi, le plus souvent des 
transposons et des séquences répétées (Aravin et al. 2008 ; Kuramochi-Miyagawa et al. 
2008 ; Huang et al. 2013). Les ARNmi et ARNsi sont, quant à eux, plus petits (environ 22 
pb) que les ARNpi et participent à la régulation post-transcriptionnelle des gènes en 
s’appariant à la région 3’ non traduite de l’ARN messager (ARNm) ciblé. Ils entraînent 
ainsi la formation d’un complexe répressif et la dégradation de cet ARNm (He and 
Hannon 2004). Ce mécanisme est loin d’être canonique et on peut également observer 
un phénomène d’inhibition de la traduction (Gu and Kay 2010) ou un recrutement de 
modulateurs épigénétiques sur la séquence ciblée par ces ARNsi ou ARNmi (Mette et al. 
2000 ; Aufsatz et al. 2002).  
 Il existe plus d’un millier de miRNA chez l’homme, ils sont exprimés de manière 
tissu spécifique et contrôlent via leurs cibles des processus fondamentaux tels que la 
prolifération, la différenciation et l’apoptose (Choudhuri et al., 2011). 
La diversité des ARNnc et de leurs mécanismes d’action en fait des régulateurs 
épigénétiques particulièrement intéressants mais complexes. 
3.4.2. Lien entre ARNnc et méthylation de l’ADN 
Chez les plantes, les petits ARN et la machinerie de l’ARN interférence sont 
impliquées dans le processus de RNA-dependant DNA methylation (RdDM) qui dirige 
spécifiquement la méthylation de l’ADN sur des éléments transposables et les séquences 
répétées du génome (Henderson and Jacobsen, 2007 ; Wassenegger et al., 1994). Chez 
les mammifères,  l’existence de ce processus de RdDM n’a pas été démontré, néanmoins, 
les enzymes Dicer et Argonaute de la machinerie de l’ARN interférence semblent être 
importante pour la formation des zones d’hétérochromatine. Les centromères sont 
transcrits et donnent naissance à des siRNA essentiels à leur propre répression 
épigénétique par méthylation des histones et de l’ADN (Djupedal and Ekwall, 2009). Par 
ailleurs, les petits ARN piRNA jouent un rôle essentiel dans la mise en place de la 
méthylation des éléments transposables des cellules germinales mâles au cours de 
l’embryogénèse. Ces piRNA, s’associent aux régions cibles grâce aux PIWI, enzymes de la 
famille Argonaute. Suite à la modification locale des marques d’histones, DNMT3A et 
DNMT3L sont recrutées et induisent la méthylation de ces séquences instables du 
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génome. Ce processus est indispensable à la formation des gamètes mâles (He et al., 
2011). 
 
Longs ou courts, les ARNnc ont un rôle essentiel dans la régulation de régions 
codantes et non codantes du génome, sans modifier la séquence d’ADN. Ils font partie 
intégrante du paysage épigénétique. 
4. Des mécanismes coopératifs  
En plus de leurs rôles respectifs, toutes les différentes marques épigénétiques, 
présentées dans ce premier chapitre, interagissent entre elles. Cela crée une infinité de 
paysages épigénétiques différents et extrêmement dynamiques dans le but de réguler 
finement l’expression des gènes, l’organisation de la chromatine et l’identité cellulaire 
(Cedar and Bergman, 2009) [Figure 15].  
De nombreuses observations ont établi un lien très étroit entre les modifications 
covalentes des histones et celles de l’ADN. En effet, certaines HMT, comme G9A, 
SUV39H1 ou PRMT5, peuvent recruter des DNMT sur des séquences génomiques 
particulières (Lehnertz et al. 2003 ; Tachibana et al. 2008 ; Zhao et al. 2009). A l’inverse, 
les CpG méthylés peuvent être reconnus par des protéines se liant à l’ADN méthylé (par 
exemple des MBD ou MeCP2) qui, à leur tour, vont recruter des protéines modificatrices 
des histones (HDAC ou HMT), créant ainsi un environnement répressif particulièrement 
stable (Espada and Esteller 2007 ; Clouaire and Stancheva 2008 ; Bogdanovic and 
Veenstra 2009 ; Espada and Esteller 2010). 
Les régions « enhancer » actives, qui régulent la transcription de gènes parfois 
situés à plusieurs kb, ont un profil épigénétique caractérisé par l’absence de méthylation 
de l’ADN, la présence du variant d’histone H2A.Z et de la marque H3K4me1 en plus 
d’une NFR (Taberlay et al., 2011) [Figure 15].  Le positionnement des nucléosomes est 
ainsi étroitement lié au statut de méthylation de l’ADN et à la présence de variants et de 
modifications d’histones. 
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Figure 15. Epigénome et organisation chromatinienne. 
Méthylation de l’ADN, modifications d’histones et positionnement des nucléosomes sont représentés 
sur ce schéma dans différents contextes chromatiniens. En haut de la figure, un gène est réprimé 
(indiqué par un X rouge) par le système Polycomb (zone ombragée en rouge) situé sur une région 
dense en nucléosomes. L’ADN n’est pas méthylé et caractérisée par la présence de marques 
répressives H3K27me3. L’ADN est, par contre, fortement méthylé (cercles rouges) en amont du 
promoteur. Un peu plus bas, le promoteur d’un gène transcrit (indiqué par une flèche) est illustré par 
l’absence de méthylation de l’ADN et la présence de marques activatrices H3K4me3 mais également 
l'acétylation de H3 et H4. De plus, la région d'initiation de la transcription  n’est pas occupée par des 
nucléosomes et le corps du gène situé en aval est marqué par la présence de H3K36me3 qui facilite 
l’élongation. Juste au-dessous, une séquence Enhancer est disponible pour ce gène avec une 
configuration ouverte des nucléosomes, et la présence de H3K4me1. Enfin, en bas de la figure, on 
retrouve une méthylation de l’ADN, la protéine de l'hétérochromatine 1 (HP1), la présence des 
marques répressives H3K9me2 et H2K9me3, associées à la compaction de l’ADN en 
hétérochromatine. Figure tirée de (Baylin and Jones, 2011). 
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Chapitre 2 – L’épigénétique dans le cancer 
Malgré les nombreux contrôles instaurés par la cellule, la complexité de la 
machinerie de transcription des gènes est parfois fragile. De nombreux syndromes sont 
liés à une dérégulation du contrôle du génome (génétique et / ou épigénétique) qui a 
pour conséquence une expression ou une répression aberrante de certains gènes. Parmi 
ces maladies, le cancer est une manifestation du dysfonctionnement cellulaire largement 
répandue et étudiée.  
1. Le cancer 
1.1. Une maladie mondiale 
Le cancer figure parmi les principales causes de mortalité dans le monde : 
l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, www.who.int/fr/) et l’International Agency for 
Research on Cancer (IARC, www.iarc.fr/) évaluent en 2012, à approximativement 14 
millions de nouveaux cas et 8,2 millions de décès liés à la maladie (World Cancer Report 
2014, IARC). Ces deux organisations estiment que le nombre de cas de cancer annuel 
devrait augmenter à 22 millions au cours des deux prochaines décennies.  
Chez les hommes, les 5 types de cancer les plus couramment diagnostiqués en 2012 
touchaient les poumons, la prostate, le côlon, l’estomac et le foie, tandis que chez les 
femmes, ils concernaient les seins, le côlon, le col de l’utérus et l’estomac. 
Environ 30% des décès par cancer sont dus aux cinq principaux facteurs de risque 
comportementaux et alimentaires: un indice élevé de masse corporelle, une faible 
consommation de fruits et légumes, le manque d’exercice physique, le tabagisme et la 
consommation d’alcool. Le tabagisme est le facteur de risque le plus important, 
entraînant dans le monde environ 20% de la mortalité par cancer et près de 70% des 
décès par cancer du poumon. Dans les pays à revenu faible ou intermédiaire, on impute 
jusqu’à 20% des décès par cancer à des infections virales, notamment par le virus de 
l'hépatite B et C ou le papillomavirus humain (HPV). 
Contrairement à certaines idées reçues, les pays les plus touchés par le cancer ne sont 
pas forcément les pays développés. En effet, plus de 60% des nouveaux cas de cancer 
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surviennent en Afrique, Asie, Amérique centrale et Amérique latine. Ces régions 
représentant 70% des décès par cancer dans le monde. 
La situation mondiale est telle que l’OMS a récemment lancé un plan d’action 2013-2020 
afin de lutter contre les maladies non-transmissibles dont le cancer, notamment en 
encourageant la recherche fondamentale et thérapeutique. 
En effet, pour soigner cette maladie, il faut d’abord essayer de comprendre quelles sont 
les caractéristiques des cellules cancéreuses ? Comment apparaissent-elles ? Et 
surtout, comment combattre leur prolifération ? 
1.2. Les caractéristiques des cellules cancéreuses 
Les tumeurs sont définies comme un amas cellulaire entraînant le gonflement 
d’un organe ou d’un tissu, et peuvent être bénignes ou malignes. Dans le cas des tumeurs 
malignes, ces cellules acquièrent une forte capacité d’invasion des tissus adjacents et se 
divisent rapidement de façon incontrôlée, c’est alors que l’on parle de cancer. On 
distingue différents types de cancer suivant les tissus concernés : 
o Les tumeurs « solides » : les carcinomes qui se développent à partir de tissus 
épithéliaux (peau, muqueuse…), les sarcomes qui atteignent les tissus conjonctifs 
comme les tissus adipeux, les tissus musculaires ou les vaisseaux, et les gliomes qui 
envahissent le cerveau. 
o Les cancers « liquides » : les lymphomes qui atteignent les lymphocytes et tout le 
système lymphatique (ganglions, rate, foie…) et les cancers hématopoïétiques ou 
leucémies, qui s’attaquent aux cellules sanguines et à la moelle osseuse.  
 
Cependant, les tumeurs sont bien plus qu’une masse isolée de cellules 
cancéreuses en prolifération. Ce sont des organes complexes constitués de différents 
types cellulaires, cancéreux ou non, qui décrivent un véritable microenvironnement 
tumoral et participent au développement du cancer (Hanahan and Coussens, 2012).  
En effet, on peut retrouver dans des tumeurs, des cellules endothéliales composant de 
nouveaux vaisseaux sanguins destinés à l’irrigation de la tumeur, ainsi que des cellules 
immunitaires et inflammatoires (Hanahan and Coussens, 2012). De plus, cette 
hétérogénéité s’étend même au sein des cellules dites cancéreuses où des « cellules 
souches cancéreuses » se distinguent d’autres cellules tumorales par leur capacité à 
reformer des tumeurs après inoculation dans un organisme hôte (Weinberg, 2006).  
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Hanahan et Weinberg ont établi 10 critères qui permettent l’identification des 
cellules tumorales (Hanahan and Weinberg, 2000 et 2011) [Figure 16]: 
o Une reprogrammation du métabolisme énergétique, 
o Une indépendance vis-à-vis des signaux de prolifération, 
o Une insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, 
o Une résistance au système immunitaire, 
o Un potentiel réplicatif illimité, 
o Un pouvoir inflammatoire permettant la progression tumorale, 
o Une capacité d’invasion tissulaire et la formation de métastases, 
o Un développement de l’angiogénèse 
o Une instabilité génomique 
o Un échappement à l’apoptose 
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Figure 16. Caractéristiques des cellules cancéreuses et complexité d’une tumeur. 
A. Les caractéristiques des cellules tumorales. B. Une tumeur est constituée à la fois de cellules 
cancéreuses hétérogènes (cellules invasives, cellules souches cancéreuses…) et de tissus non 
cancéreux (fibroblastes, cellules immunitaires et inflammatoires, cellules endothéliales…). Figure tirée 
de (Hanahan and Weinberg 2011). 
 
Mais comment une cellule saine acquiert-elle ces caractéristiques ? 
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1.3. D’une cellule saine à une cellule cancéreuse 
La recherche s’est longtemps focalisée sur les causes génétiques du cancer. Cela 
remonte au début du XXème siècle, où les premières observations microscopiques de 
cellules tumorales ont révélé des aberrations chromosomiques. Plus tard, l’identification 
d’anomalies génomiques spécifiques telle que la translocation t(9 ;22) formant le 
chromosome de Philadelphie dans la leucémie myéloïde chronique (Nowel and 
Hungerford, 1960 ; Rowley, 1973), puis la description de la première mutation 
somatique de l’oncogène HRAS (Reddy et al., 1982) ont marqué un tournant dans la 
recherche sur le cancer. Il en découla d’intenses études moléculaires sur la génétique du 
cancer, donnant aujourd’hui une vaste liste d’oncogènes et de gènes suppresseurs de 
tumeurs (TSG) connus pour avoir un rôle dans la tumorigénèse. 
 
La théorie des mutations somatiques suppose ainsi que les cancers débutent par 
une accumulation de mutations aléatoires, puis par une instabilité génomique 
probablement due à une défaillance du système de réparation et une réplication de 
l’ADN non fidèle (Lengauer et al. 1998 ; Cahill et al. 1999). Ces mutations engendrent 
alors une population de cellules hétérogènes qui subissent une pression sélective de leur 
micro environnement pour finalement conduire à la sélection des phénotypes les plus 
aptes à survivre et à proliférer, c’est-à-dire ceux présentant les critères de Hanahan et 
Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2011). 
Cette théorie a cependant ses limites car, en effet, comment expliquer que 
certaines tumeurs puissent « régresser » d’un stade malin à un stade bénin, étant donné 
que les mutations sont des phénomènes irréversibles (Bergstein, 2003) ? De plus, lors 
du développement embryonnaire ou même pendant la différentiation, de nombreux 
changements rapides dans le phénotype cellulaire ont lieu, sans pour autant avoir 
recours à cette théorie des mutations somatiques. L’évolution d’une cellule souche 
d’embryon se rapproche en ce sens de l’évolution des cellules cancéreuses (Tu, 2013) : 
toutes deux sont des cellules en division rapide, toutes deux subissent des changements 
drastiques dans leurs phénotypes et toutes deux transmettent ces changements à leurs 
descendances. Par bien des aspects, la tumorigénèse s’apparente donc à l’embryogénèse 
et c’est précisément l’étude du développement embryonnaire et ses avancées qui ont 
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permis de mieux comprendre le cancer en y ajoutant le concept d’épigénétique (Jones 
and Baylin, 2007). 
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Figure 17. Le paradoxe de la théorie des mutations somatiques. 
A. Les changements phénotypiques d’une cellule saine vers une cellule tumorale sont expliqués par 
des mutations somatiques et une pression de sélection. B. Néanmoins la différentiation, qui induit des 
changements phénotypiques plus drastiques, voit son génome inchangé. Figure adaptée de (Huang, 
2012). 
Il a été montré que les cellules cancéreuses présentent une altération de leur 
épigénome avec un impact important dans l’initiation et la progression tumorale 
(Feinberg et al., 2004 ; Feinberg et al., 2006 ; Feinberg, 2007 ; Jones and Baylin, 2007). 
De plus, de nombreuses mutations génétiques affectent également des acteurs 
épigénétiques (You and Jones, 2012). La méthylation de l’ADN et les modifications post-
traductionnelles des histones sont donc altérées dans les cancers et l’expression des 
gènes y est dérégulée. C’est le cas en particulier des TSG, provoquant le développement 
et la progression d’un état malin. 
2. Le contexte épigénétique du cancer 
2.1. Une dérégulation de la méthylation de l’ADN  
Les tissus tumoraux présentent une dérégulation de leur profil de méthylation de 
l’ADN en comparaison avec les tissus sains : il est observé une hypométhylation globale 
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du génome (Feinberg and Vogelstein, 1983 ; Gama-Sosa et al., 1983) et une 
hyperméthylation de certaines régions spécifiques (Costello et al., 2000 ; Esteller et al. 
2001)  [Figure 18].  
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Figure 18. Profil de méthylation de l’ADN inversé dans les cellules cancéreuses. 
L’analyse des taux de méthylation entre cellules normales et cellules tumorales, montre un niveau de 
méthylation plus élévé de certains ilôts CpG, associé à une extinction du gène situé en aval. Il est 
également montré une diminution de méthylation au niveau des séquences répétées ce qui participe à 
une instabilité du génome.  
2.1.1. L’hypométhylation globale du génome 
Cette hypométhylation a lieu principalement sur les séquences répétées, où elle 
se trouve majoritairement, ce qui induit une instabilité chromosomique, des 
translocations et une réactivation des rétrotransposons (Howard et al., 2008; Sharma et 
al. 2010). En effet, la perte de méthylation des séquences ADN telles que LINE-1 et ALU 
réactiverait leur transcription et leur capacité à s’intégrer aléatoirement dans le génome 
(Dante et al., 1992 ; Alves et al., 1996).  
Selon les études, l’hypométhylation tumorale est variable : de -10% dans les 
adénocarcinomes du colon à -25% dans les carcinomes ovariens et elle peut atteindre 
-40% dans les carcinomes hépatocellulaires (Ehrlich, 2002). 
De manière très restreinte l’hypométhylation peut également affecter certains 
promoteurs et entraîner la transcription d’oncogènes tels que R-RAS et RHOB dans les 
cancers de l’appareil digestif (Nishigaki et al., 2005) ou encore MAGE (Melanoma-
associated Antigen) dans les mélanomes, le cancer du poumon et les cancers gastriques 
(De Smet et al., 1999 ; Jang et al., 2001). La perte de l’empreinte parentale par 
hypométhylation de l’ADN peut également entraîner une expression pathologique bi-
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allélique comme c’est le cas pour IGF2, par exemple, qui constitue un marqueur prédictif 
de malignité dans les tumeurs rénales dites de Wilms (Ogawa et al. 1993 ; Ludgate et al. 
2013). 
L’hypométhylation globale du génome semble être une caractéristique commune 
à tous les types de cancers (Ehrlich, 2002). En apparaissant au cours des stades précoces 
ou tardifs de la tumorigénèse (Florl et al., 1999), elle pourrait avoir un rôle initiateur 
(« driver ») et/ou passif (« passenger ») du processus tumoral : l’instabilité génomique 
et la ré-expression d’oncogènes causées par l’’hypométhylation globale du génome 
confèreraient un avantage sélectif à la cellule qui deviendrait ensuite majoritaire au sein 
de la tumeur. 
 
2.1.2. L’hyperméthylation spécifique de certains ilôts CpG 
i. Hyperméthylation des promoteurs de TSG et signature tumorale 
De façon paradoxale à l’hypométhylation globale du génome, les cellules 
cancéreuses subissent aussi une hyperméthylation spécifique sur certains ilôts CpG 
[Figure 18]. En comparant les profils de méthylation entre cellules normales et 
tumorales, il a été observé que des centaines de gènes présentent cette 
hyperméthylation. Il est estimé que 5 à 10% des promoteurs possédant un ilôt CpG sont 
concernés, alors qu’ils sont dépourvus de méthylation dans les tissus sains. Cette 
hyperméthylation est corrélée à la répression transcriptionnelle du gène situé en aval 
(Bird, 2002). 
 Ainsi, l’hyperméthylation des promoteurs de TSG, associée à leur inactivation, est 
fréquente dans les cancers. Ces TSG peuvent être impliqués dans la prolifération 
cellulaire (CDKN2A, CDKN2B) (Merlo et al., 1995), la réparation de l’ADN (BRCA1) 
(Esteller et al., 2000), l’adhésion (CDH1) (Graff et al., 1995) ou encore l’angiogénèse 
(VHL) (Herman et al., 1994) [Tableau 3]. En plus d’une hyperméthylation directe des 
promoteurs des TSG, l’augmentation de la méthylation sur les promoteurs de facteurs de 
transcription peut également induire de façon indirecte la répression des TSG. On peut 
citer par exemple RUNX3, GATA-4 et GATA-5 qui sont hyperméthylés respectivement 
dans les cancers de l’œsophage et dans les cancers colorectaux et gastriques, conduisant 
à la non-transcription de leurs cibles (Akiyama et al. 2003 ; Long et al. 2007). 
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Gènes 
hyperméthylés 
Locus 
cytogenetique 
Profil Tumoral 
Cycle Cellulaire 
P16INK4a 
P15INK4b 
P14ARF 
RB 
9p21 
9p21 
9p21 
13q14 
Multiple 
Leucémies 
Colon, estomac, rein 
Retinoblastome 
Transduction du 
signal 
RASSF1 
APC 
3p21.3 
5q21 
Multiple 
Voies aérodigestives 
Apoptose 
P73 
DAPK 
TMS1 
1p36 
9q34.1 
16p11 
Lymphome 
Lymphome, poumons, colon 
Sein 
Réparation de 
l’ADN 
MGMT 
MLH1 
BRCA1 
10q26 
3p21.3 
17q21 
Multiple 
Colon, estomac 
Sein, ovaire 
Réponse 
hormonale 
ER 
PR 
AR 
6q25.1 
11q22 
Xq11 
Sein 
Sein 
Prostate 
Cascade  des 
tyrosine kinases 
SOCS-1 
SYK 
16p13.13 
9q22 
Foie 
Sein 
Adhésion 
cellulaire et 
invasion 
TIMP3 
VHL 
CDH1 
CDH13 
22q12.3  
3p25 
16q22.1 
16q24 
Multiple 
Rein, hémangioblastome 
Sein, estomac, leucémies 
Sein, poumons 
 
Métabolisme 
 
Inflammation 
 
Transcription 
GSTP1 
 
COX-2 
 
RIZ1/PRDM2 
11q13.2 
 
1q25 
 
1p36 
Prostate, sein, rein 
 
Colon, estomac 
 
Sein, foie 
 
Tableau 3. Gènes hyperméthylés dans les cancers. 
Ce tableau représente une liste non exhaustive de gènes dont les promoteurs sont hyperméthylés 
dans les cancers. Tableau mis en forme à partir de (Esteller, 2002; Esteller, 2007). 
 
En réalité, tous les TSG ne sont pas hyperméthylés dans tous les types tumoraux ; 
Esteller a décrit des hyperméthylomes spécifiques de chaque type de cancer 
(Esteller et al., 2001; Esteller, 2007; Esteller, 2008). Par exemple, l’hyperméthylation du 
gène GSTP1 est retrouvée de manière récurrente dans les cancers de la prostate et du 
foie (Lee et al., 1994), tandis que l’hyperméthylation de MLH1 est typique des cancers de 
l’estomac et du colon (Herman et al., 1998 ; Veigl et al., 1998). Ainsi, selon le type 
tumoral, un panel de gènes serait spécifiquement soumis à une méthylation aberrante, 
révélant une signature tissu spécifique (Costello et al., 2000 ;  Esteller et al., 2001 ; Paz 
et al., 2003).  
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ii. Quel(s) mécanisme(s) 
Cette méthylation anormale peut être due à une surexpression des DNMT 
(Mizuno et al., 2001) mais également à des interactions des DNMT avec d’autres 
effecteurs épigénétiques comme les HDAC ou les HMT. Schlesinger et al. ont en effet 
montré que les régions du génome hyperméthylées dans les cancers sont souvent pré-
marquées par la triméthylation de H3K27 (Schlesinger et al., 2007). Ce résultat 
suggère que la dérégulation de la méthylation de l’ADN est intimement liée à 
d’autres modifications épigénétiques. Williams et al. ont aussi proposé que ce 
phénotype hyperméthylé des cancers serait dû à une mutation ou une sous-
expression des protéines TET (Williams et al., 2012).  
Par ailleurs, même si aucune séquence consensus n’a pu être clairement établie, 
des études ont montré que certains motifs sont enrichis de manière significative dans 
les promoteurs hyperméthylés (Feltus et al., 2003 ; Feltus et al., 2006 ; Keshet et al., 
2006 ; An  et al., 2013). Ces motifs ne correspondent cependant à aucun site de fixation 
de protéines connues. 
 Frigola et al., ont également montré qu’une région chromosomique entière (4 Mb 
localisées en 2q14.2), dite LRES (Long-range epigenetic silencing), pouvait être soumise 
à une répression épigénétique associant la méthylation de l’ADN avec celle de H3K9 
(Frigola et al., 2006). Plus récemment, 47 LRES ont également été identifiées dans des 
cellules tumorales de prostate (Coolen et al., 2010).  
Enfin, la présence de rétrotransposons LINE et SINE à proximité des promoteurs 
les rendrait résistants à la méthylation alors que l’absence de ces séquences répétées 
serait un facteur prédisposant les gènes à l’hyperméthylation. La seule étude de la 
distribution des éléments transposables permet de prédire la prédisposition d’un gène à 
la méthylation (Estécio et al., 2010). 
 
 Différents processus semblent donc être à l’origine de l’hyperméthylation des 
ilôts CpG dans les cancers. Il ne s’agit pas d’un seul mécanisme mais plutôt d’un 
ensemble de facteurs agissant de manière concomitante ou non. Et comme pour les 
mutations, ces épimutations peuvent apparaître de manière aléatoire ou déterminée et 
avoir un rôle dans l’initiation du cancer (Feinberg, 2007). 
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2.2. Une dérégulation des marques d’histones  
2.2.1. Quelles modifications ? 
Comme nous l’avons vu précédemment, les mécanismes épigénétiques coopèrent 
dans l’établissement d’un profil d’activation ou de répression de la transcription. Il n’est 
donc pas surprenant que les ilôts CpG ciblés par la méthylation de l’ADN dans les cellules 
tumorales présentent des modifications des marques d’histones (Sawan and, Herceg, 
2010 ; Du et al., 2015). Les modifications les plus fréquentes dans les cancers sont une 
perte d’acétylation  des histones H3 et H4, la perte de la marque activatrice H3K4me3 et 
le gain des marques répressives H3K9me3 et H3K27me3. Ces deux dernières 
modifications sont les acteurs principaux des répressions génétiques aberrantes 
identifiées dans les cancers (Fraga et al., 2005; Füllgrabe et al., 2011; Waldmann and 
Schneider, 2013). 
Comme pour l’hypométhylation globale de l’ADN, il a également été décrit, dans les 
cellules tumorales, une perte des marques H4K16ac et H4K20me3 à l’échelle du génome 
(Tryndyak et al., 2006). 
2.2.2. Avec quels acteurs ? 
Ces dérégulations sont généralement l’œuvre d’une perturbation des enzymes 
contrôlant les modifications post-traductionnelles des histones. Ainsi, les HMTs MLL1, 2 
et 3, spécifiques de H3K4, sont mutées ou subissent des translocations dans différents 
types de lymphomes et de leucémies. Des mutations activatrices du domaine catalytique 
SET de l’HMT EZH2 sont également décrites dans les lymphomes (Butler et al., 2012 ; 
Shih et al., 2012).  
Les enzymes qui éliminent les modifications des histones sont également impliquées. 
L’HDM LSD1 spécifique de H3K4 et H3K9 est mutée dans le cancer de la prostate et 
l’HDAC SIRT1 est mutée dans les cancers du sein, de la prostate et du colon (You and 
Jones, 2012).  
2.3. Dérégulation du positionnement des nucléosomes  
Le positionnement des nucléosomes est régulé à la fois par la méthylation de 
l’ADN et par les modifications des histones. Ainsi, dans une cellule tumorale, les 
promoteurs des TSG hypeméthylés et présentant des marques d’histone répressives, 
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sont occupés par des nucléosomes, ce qui entraine une répression de la transcription.  Il 
a d’ailleurs été montré que la ré-activation de l’expression de ces gènes en présence 
d’inhibiteurs de DNMT est associée à un déplacement des nucléosomes en amont du TSS 
(Lin et al. 2007). Certaines protéines de remodelage de la chromatine sont également 
dérégulées dans les cancers (You and Jones, 2012) : par exemple, une perte d’expression 
de la sous-unité BAF47 du complexe SWI-SNF inhibe la déstabilisation des nucléosomes 
et favorise des transformations oncogéniques, via l’inactivation des voies de 
signalisation CDKN1A et CDKN2A (Chai et al. 2005). 
La dérégulation du positionnement des nucléosomes est également lié au variant 
d’histone H2AZ. En effet, la sur-expression de H2A.Z dans différents types de cancers est 
corrélée à une augmentation de la prolifération cellulaire via un effet indirect sur P53 
(Svotelis et al. 2009). La perte de H2A.Z induirait, dans certains cas, une 
hyperméthylation des TSG entrainant une progression tumorale (Witcher and Emerson 
2009). 
2.4. Une dérégulation des ARN non-codants 
De nombreuses études montrent une dérégulation des profils d’expression des 
ARNnc dans les tumeurs (Hernando, 2007 ; Negrini et al. 2009). Certains ARNmi qui 
ciblent des oncogènes peuvent être sous-exprimés dans les tumeurs (exemple de let-7 
ciblant RAS), tandis que ceux visant des TSG sont généralement sur-exprimés dans les 
tumeurs (par exemple miR-21 qui cible PTEN) (Sharma et al., 2010 ; Melo and Esteller, 
2011).  
Certains ARNnc, modulateurs de l’expression d’effecteurs épigénétiques, sont 
également identifiés comme étant dérégulés dans des cancers. Une sous-expression de 
miR29 est notamment identifiée dans le cancer du poumon, conduisant à une sur-
expression de ses cibles, DNMT3A et DNMT3B (Fabbri et al., 2007). miR-101 ciblant 
EZH2 est également sous-exprimé dans certains cancers, ce qui conduit à une 
augmentation de la méthylation des histones et des répressions aberrantes de gènes 
(Friedman et al., 2009). 
Comme pour les gènes, les dérégulations de l’expression des ARNnc sont la cause de 
divers mécanismes comme des translocations chromosomiques, des perturbations de 
leur transcription et également une hyperméthylation de leurs promoteurs (Suzuki et 
al., 2012 ; Vrba et al., 2013).  
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3. En résumé 
Le développement d'un cancer résulte d'une accumulation d’évènements qui 
désorganisent les principales voies de régulation cellulaire en faveur d’une progression 
tumorale par l’activation d’oncogènes et / ou l’inhibition de TSG. Ainsi, l’inhibition, par 
une hyperméthylation, de l’expression TSG et de gènes impliqués dans la réparation de 
l’ADN (BRCA1, MLH1, MGMT…) va entrainer l’apparition de mutations génétiques. A 
l’inverse, des mutations ou des délétions dans les séquences de gènes de la 
méthylation de l’ADN (DNMTs), de la déméthylation (TET,  IDH1 et AID), de la 
modification des histones (EZH2, LSD1, SIRT1, HDACs…) et du remodelage de la 
chromatine (ARID1A…) vont entrainer des dérégulations épigénétiques. Une étude a 
ainsi montré que tous les acteurs du paysage épigénétique sont dérégulés dans les 
cancers, démontrant l’importance du rôle de l’épigénétique dans la tumorigénèse (You 
and Jones, 2012).  
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Chapitre 3 – L’épigénétique : une cible 
thérapeutique 
 
Contrairement aux mutations génétiques, les « épi-mutations » apposées par  
la méthylation de l’ADN et les modifications des histones sont réversibles. Cette 
réversibilité, en fait un phénomène particulièrement intéressant en pharmacologie 
en tant que nouvelle(s) cible(s) thérapeutique(s) (Feinberg, 2007; Esteller, 2012 ; 
Zaidi et al., 2012 ; Adwan and Zawia, 2013).  
L’approche épigénétique du traitement du cancer est une vision différente et nouvelle de 
la chimiothérapie classique qui consiste, elle,  à détruire la tumeur par l’action d’agents 
cytotoxiques qui tuent toutes les cellules. La sélectivité, dans ce cas, se fait sur la 
différence de vitesse de prolifération des cellules tumorales, plus rapide que celle des 
cellules saines. Depuis une dizaine d’année des thérapies ciblées ont permis de 
minimiser les effets secondaires des traitements anticancéreux et aujourd’hui la 
stratégie d’utiliser des modulateurs épigénétiques est basée sur une réactivation 
possible des gènes suppresseurs de tumeurs. Cette « reprogrammation » permet de 
restaurer l’organisation cellulaire et d’activer les mécanismes de contrôle et de 
défenses, comme le système immunitaire, qui sont inhibés, (Azad et al., 2013). Cette 
stratégie épigénétique est également capable de reprogrammer des cellules 
chimiorésistantes et de les rendre à nouveaux sensibles à la chimiothérapie (Clozel 
et al., 2013). 
 
1. Le caractère réversible des marques épigénétiques  
1.1. Quelle(s) modification(s) faut-il cibler ? 
Les marques épigénétiques les plus importantes à cibler sont les modifications 
d’histones et la méthylation de l’ADN, qui peuvent être régulées par l’inhibition des 
nombreuses enzymes responsables de ces modifications (Popovic and Licht, 2012). 
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Les modifications des histones, plus labiles que la méthylation de l’ADN, ont été étudiées 
en détails et constituent les thérapies les plus avancées dans la thérapie épigénétique 
avec quatre composés approuvés en clinique (Chapitre 3 § 2.1.1).  
1.2. Effacer les modifications d’histones 
1.2.1. Les HDACs déacétylent les histones 
Chez l’homme, on recense 18 HDACs, réparties en 3 familles (Vandermeers al., 
2008) : 
- La classe I constituée de HDAC 1, 2, 3 et 8 a une localisation nucléaire. 
- La classe II constituée de HDAC 4, 5, 6, 7, 9 et 10 est présente à la fois dans le noyau et 
le cytoplasme. 
- La classe III constituée de SIRT 1 à 7 ne présente pas de similitudes avec les HDACs de 
classe I et II et possède une activité enzymatique dépendante du cofacteur NAD+. 
HDAC 11 présente des homologies avec les HDACs de classe I et II et est classée à part. 
Comme décrit précédemment (chapitre 1 § 3.2.1), les HDACs induisent une compaction 
de l’ADN autour des histones par suppression des groupements acétyle présents sur les 
queues des histones, ce qui se traduit par une répression de la transcription. 
1.2.2. Les HDMs déméthylent les histones 
Les lysines des histones peuvent être déméthylées par des lysines déméthylases 
(KDM). LSD1, a été la première HDM décrite spécifique des lysines. Elle agit à la fois sur 
la marque activatrice H3K4 et sur la marque inhibitrice H3K9 (Shi et al., 2004). Depuis, 
d’autres HDM spécifiques des lysines ont été identifiées : JHDM et JMJD2 spécifiques de 
H3K9, JHDM1 spécifique de la marque activatrice H3K36, tandis que JMJD2A/JHDM3A et 
JMJD2C/GASC1 agissent à la fois sur H3K9 et H3K36. 
Les KDM sont divisées en deux familles établies sur une base phylogénétique et suivant 
leur mécanisme catalytique [Figure 19] (Maes et al., 2015). Les différents KDM sont ainsi 
décrites pour déméthyler les marques d’histones H3K4, H3K9, H3K27, H3K36 et H4K20 
mono-, di- ou triméthylées [Figure 19]. Le statut de méthylation et le positionnement 
des marques d’histones par rapport aux gènes, affecte le niveau de transcription des 
gènes. Les marques H3K4me2/me3, H3K79me3 et H3K36me2/me3 sont 
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préférentiellement associée à l'activité transcriptionnelle, tandis que la méthylation de 
H3K9me2/me3, H3K27me2/me3, et H4K20me3 sont associés à une répression. 
A B
 
Figure 19. Les histones déméthylases. 
A. Arbre phylogénétique des lysines déméthylases d’histone. B. Tableau reflétant les pécificités de 
liaison et de déméthylation pour les différentes enzymes. Figure tirée de (Maes et al., 2015). 
1.3. Effacer la méthylation de l’ADN 
La déméthylation de l’ADN est un phénomène complexe à étudier. En effet, la 
déméthylation d’un promoteur n’est pas systématiquement lié à la ré-expression de ce 
dernier (Flotho et al., 2009). Pour expliquer ces résultats, la méthylation est souvent 
décrite comme un verrou : pour ouvrir la porte de la transcription, il faut donc à la fois 
débloquer le verrou de la méthylation de l’ADN et actionner la poignée régulée par les 
marques d’histones. 
Mais quelle(s) DNMT(s) inhiber ? Aujourd’hui, l’utilisation d’analogues de 
nucléosides (Chapitre 3 § 2.2.1) valide une approche d’inhibition non sélective. 
Cependant, de nombreux articles rapportent que l’inhibition in vitro de DNMT1 seule 
suffit à observer une activité anti-tumorale. En effet, il a été démontré que l’inactivation 
de DNMT1 par ARN interférence conduit à un arrêt de la croissance de cellules 
tumorales (Chik and Szyf, 2011). De même, plusieurs observations montrent que la 
suppression de DNMT1 entraîne une ré-expression de TSG et un arrêt de la prolifération 
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cellulaire dans de nombreux types de cancers (Suzuki et al., 2004 ; Kassis et al., 2006 ; 
Gao et al., 2013). 
Les rôles de DNMT3A et DNMT3B semblent beaucoup plus complexes, étant 
donné qu’ils sont dépendants du contexte dans lequel ces enzymes sont exprimées. 
En effet, la présence de mutation(s) inactivatrice(s) de DNMT3A (en particulier sur 
l’arginine 882) chez des patients atteints de syndrome myélodysplasique (MDS) ou de 
leucémie aiguë myéloïde (AML), est associée à un très mauvais pronostic (Ley et al., 
2010 ; Walter et al., 2011; Liu et al., 2015 ; Ahn et al., 2015). Cependant, d’autres études 
semblent montrer que les patients atteints de ces mutations présentent une meilleure 
réponse aux traitements par des inhibiteurs de DNMT (Metzeler et al., 2012 ; Traina et 
al., 2014). 
De la même façon que pour DNMT3A, l’inactivation de DNMT3B dans un lymphome 
murin induit par Myc, accélère la prolifération tumorale par une induction de l’oncogène 
Ment (Hlady et al. 2012). Mais, comme pour DNMT1, il a été mis en évidence que la 
déplétion de DNMT3B induit à la fois un arrêt de la prolifération cellulaire et l’apoptose 
dans le cancer de la prostate, du poumon, du pancréas et de l’œsophage (Kassis et al., 
2006; Yaqinuddin et al., 2008;  Gao et al., 2013).  
 
Il semble intéressant de chercher à inhiber de manière sélective chaque DNMT 
pour obtenir des effets anti-tumoraux, mais aussi dans le but d’avoir une toxicité sur les 
cellules saines plus faible que celle observée avec des inhibiteurs pan-DNMT. De plus, 
certains cancers présentent une sur-expression de DNMT3A ou de DNMT3B, et dans ces 
cas, leur inhibition spécifique est également une approche intéressante. 
 
2. La thérapie épigénétique dans le cancer 
2.1. Les inhibiteurs des modifications d’histones 
2.1.1. Les inhibiteurs de HDACs 
Les inhibiteurs de HDAC constituent un axe important  dans la thérapie 
épigénétique du cancer (Seidel et al., 2012). En effet les HDAC sont souvent sur-
exprimées dans les cancers (Halkidou et al., 2004; Song et al., 2005) conduisant à une 
perte d’acétylation des histones et à une répression transcriptionnelle des gènes 
concernés. Les inhibiteurs étudiés à ce jour provoquent l’arrêt de la prolifération des 
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cellules cancéreuses, l’induction de leur différenciation et/ou leur mise en apoptose 
(Marks et al., 2001 ; Kramer et al., 2001 ; Kelly et al., 2002). 
Parmi les nombreux inhibiteurs de HDAC existant [Tableau 4] quatre composés ont 
obtenu l’autorisation de mise sur le marché (Licciardi et al. 2012) pour leur activité anti-
tumorale: le vorinostat, approuvé pour le traitement des lymphomes cutanés et en essai 
clinique pour différentes tumeurs solides, la romidepsin qui est un peptide cyclique 
approuvé pour le traitement des lymphomes cutanés et périphériques des cellules T 
(PTCL) (Ververis et al., 2013), le belinostat qui a été approuvé pour ces mêmes PTCL 
(Bodiford et al., 2014) et le panobinostat récemment approuvé en combinaison avec le 
bortezomib et la dexamethasone pour le traitement de patients atteints de myélome 
multiple en rechute et/ou réfractaire ayant déjà reçu au moins deux lignes de traitement 
antérieur incluant le bortézomib et un agent immunomodulateur (Andreu-Vieyra and 
Berenson, 2014) . 
D’autre part, JQ1, une petite molécule spécifique des bromodomaines a été mise en 
évidence pour sa capacité à inhiber toutes les protéines qui reconnaissent les lysines 
acétylées (Filippakopoulos  et al., 2010 ; Nicodeme et al., 2010). Cela en fait un bon agent 
thérapeutique pour les tumeurs à cellules sqameuses impliquant des translocations de 
BRD4 (Schwartz et al., 2011). 
2.1.2. Les inhibiteurs de HMTs 
Comme les HDAC, les HMTs sont souvent surexprimées dans les cancers (G9a, 
EHMT2, SMYD3…). Certaines translocations (MLL, NSD1…) entrainent également la 
formation de protéines de fusions aberrantes dont l’expression est alors dérégulée. 
Plusieurs composés développés par la société Epizyme visent principalement DOT1L, 
une HMT spécifique de H3K79, et EZH2,  une sous unité catalytique de PRC2. La 
molécule EPZ-5676, inhibitrice de DOT1L, a fait l’objet d’une étude clinique débutée en 
septembre 2012 (Daigle et al., 2013; Klaus et al., 2014), qui a dû être arrétée en 2015 par 
manque d’efficacité, tandis que la molécule EPZ-6438 (Tazemetostat) qui cible EZH2 est 
toujours en déveleoppement clinique (Phase 1/2) depuis juin 2013 (Knutson et al., 
2014) et donne des résultats encourageant.  
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HDAC inhibiteur Structure Spécificité Essais clinique 
Acides hydroxamiques    
Trichostatine A (TSA) 
 
Classes I, II et III  
Vorinostat (suberoylanilide 
hydroxamic acid, SAHA)  
Classes I, II et III 
AMM – FDA (2006), 
phase II, III 
Givinostat (ITF2357) 
 
Classes I et II Phase I, II 
Abexinostat (PCI-24781) 
 
Classes I, II et III Phase I, II 
Belinostat (PXD101) 
 
Classes I, II et III AMM – FDA (2014) 
Panobinostat (Farydak, 
LBH-589) 
 
Classes I, II et III AMM – FDA (2015) 
Petide Cyclique    
Romidepsin (Istodax, NSC 
630176, FR 901228, FK228, 
depsipeptide) 
 
Classe I 
AMM – FDA (2009), 
phase I, II 
Benzamides    
Entinostat (MS-275) 
 
Classe I Phase II 
Mocetinostat (MGCD0103) 
 
Classe I Phase I, II 
Acides gras    
Acide Valproique (VPA) 
 
Classe I et II Phase I, II, III 
Butyrate de sodium 
 
Classe I et II Phase II 
 
Tableau 4. Les inhibiteurs de HDAC. 
Ce tableau représente une liste des inhibiteurs de HDAC, leur spécificité d’activité pour les classes 
d’HDAC et leur stade de développement clinique. 
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2.1.3. Les inhibiteurs de HDMs 
Les premiers composés connus pour inhiber la lysine déméthylase d’histone 
KDM1 sont la Phenelzine, la Tranylcypromine et la Pargyline [Figure 20] (Lee et al., 
2006 ; Schmidt et al., 2007). La Daminozide [Figure 20], un composé utilisé en 
agrochimie (maintenant en grande partie abandonnée) a également été décrit pour 
inhiber les enzymes de la famille KDM2 (Brown et al., 1997). D’autres composés ont par 
ailleurs pu être identifiés comme des inhibiteurs d’HDMs (Thinnes et al., 2014 ; Maes et 
al., 2015). 
Trois molécules, inhibitrices de KDM1A/LSD1, sont aujourd’hui en développement 
clinique. Deux composés [Figure 20] développés par le laboratoire pharmaceutique 
GlaxoSmithKline, GSK-J1 (Kruidenier et al., 2012) et GSK2879552 (NCT02034123 et 
NCT02177812) (Kruger et al., 2013), ce dernier étant un inhibiteur sélectif et 
irréversible de KDM1A/LSD1. Le composé ORY-1001 [Figure 20] est également un 
inhibiteur sélectif et puissant de KDM1A/LSD1. Une étude récente a montré que ce 
composé induit l'apoptose et une inhibition de la prolifération de cellules de cancers 
myéloides à des concentrations sub-nanomolaires (Maes et al., 2013). Ce composé de la 
société Orizon Genomics est actuellement en phase I de développement clinique au 
Royaume-Uni et en Espagne, en partenariat avec le laboratoire pharmaceutique Roche. 
GSK-J1
ORY-1001GSK2879552
Phenelzine Tranylcypromine Pargyline Daminozide
 
Figure 20. Les inhibiteurs de HDMs. 
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2.2. Les inhibiteurs de DNMTs 
Beaucoup d’inhibiteurs de DNMTs sont décrits, mais peu présentent à la fois une 
sélectivité et une bonne efficacité. Seulement deux de ces inhibiteurs ont obtenu une 
autorisation de mise sur le marché, mais l’identification et la caractérisation de 
nouveaux inhibiteurs de DNMT plus puissants est une voie thérapeutique qui reste 
encore à explorer. C’est sur ce sujet que nous nous sommes concentrés lors de cette 
thèse (Gros et al., 2013; Rilova et al., 2014; Erdmann et al., 2015a; Erdmann et al., 2015b, 
Annexes 1 à 4 ; Halby et al., en préparation ; Menon et al., soumis pour publication). 
L’ensemble des inhibiteurs de DNMT peut être divisé en deux familles : les 
analogues de nucléosides, qui sont connus depuis les années 1960 (Pliml and Sorm, 
1964 ; Sorm and Vesely, 1968) et qui ont été largement étudiés, et les inhibiteurs non 
nucléosidiques dont les structures sont beaucoup plus variables (Brueckner et al., 2007; 
Gros et al., 2012). 
2.2.1. Les inhibiteurs nucléosidiques 
Ces composés sont consitués d’une base cytosine modifiée et rattachée à un 
ribose ou désoxyribose [Figure 22]. Ils sont métabolisés par des enzymes kinases qui les 
convertissent en nucléotides qui seront incorporés à la place de la cytosine, à la fois dans 
l’ADN et l’ARN (ribose) ou seulement dans l’ADN (désoxyribose) (Momparler, 2005). 
Lors du procesus de méthylation de l’ADN, les cytosines forment un intermédiaire 
covalent avec les DNMTs permettant le transfert de groupements méthyles (CH3) depuis 
le SAM [Figure 21]. L’absence de proton en position 5 de la cytosine modifiée de ces 
inhibiteurs nucléosidiques, empêche la β-élimination et piège l’enzyme. Ainsi ces 
molécules agissent comme substrat-suicide des DNMTs (Santi et al., 1984 ; Schermelleh 
et al., 2005). 
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Figure 21. Mécanisme de méthylation de la cytosine par les DNMTs. 
Le résidu cystéine du site catalytique des DNMTs se lie à la cytosine permettant sa méthylation en 
position C5. Figure adaptée de (Zhu et al., 2015). 
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i. Les inhibiteurs de première génération 
La 5-azacytidine (5azaC) et la 5-aza-2’-désoxycytidine (5azadC) ont été 
synthétisées en 1964 comme anti-métabolites et agent cytotoxique dans le traitement 
des leucémies (Sorm and Vesely 1968). Cette activité antinéoplasique a été confirmée 
par la suite lors d’essai clinique de phase I/II (Rivard et al., 1981 ; Momparler et al., 
1985a ; Richel et al., 1991). C’est en 1979 que Taylor et Jones ont mis en évidence la 
capacité de ces molécules à inhiber la méthylation de l’ADN et à reprogrammer les 
cellules (Taylor and Jones, 1979 ; Jones and Taylor, 1980). L’existence d’une corrélation 
entre l’effet anti-leucémique in vivo obtenu avec la 5azadC et sa capacité à inhiber la 
méthylation a également été mis en évidence (Wilson et al., 1983; Momparler et al., 
1985b).  De plus, certaines études ont montré que ce composé était plus actif in vivo 
(Momparler et al., 1985c; Onetto et al., 1987) que la cytosine arabinoside (AraC), l’anti-
métabolite de référence dans le traitement des leucémies.  
L’aboutissement d’études cliniques de ces molécules a représentée une avancée 
majeure, apportant une preuve de concept dans la stratégie de thérapie épigénétique. En 
effet, administrés à faible dose chez les patients, afin de prévenir les effets cytotoxiques 
tout en agissant sur le niveau de méthylation, le Vidaza (5azaC) et le Dacogen (5azadC) 
révèlent une activité antitumorale significative. La réactivation de TSG comme CDKN2B 
est observée chez les patients traités et pourrait expliquer les effets anti-tumoraux 
observés (Daskalakis et al., 2005). Ces deux molécules ont obtenu respectivement, en 
2004 et 2006, l’autorisation de mise sur le marché par la Food and Drug Administration 
(FDA) des Etats-Unis (Kaminskas et al., 2005 ; Kantarjian et al., 2006) puis par l'Agence 
européenne des médicaments (EMA - European Medicines Agency). Le Vidaza et le 
Dacogen  sont préconisés pour le traitement du syndrome myélodysplasique (MDS), des 
leucémies myéloïdes aiguës (AML) et des leucémies myéloïdes monocytaires chroniques 
(CMML). Ces molécules sont également en phase clinique II pour le traitement de 
tumeurs solides telles que le mélanome, les cancers des ovaires, du sein, du poumon, du 
colon ou de la prostate (Schrump et al., 2006 ; Stewart et al., 2009).  
Plus de 300 essais cliniques impliquent actuellement ces deux composés 
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results/map?term=vidaza), inhibiteurs de la méthylation, 
en combinaison avec notamment des inhibiteurs de HDAC dans de nombreux cancers 
(Juergens et al., 2011; Hatzimichael and Crook 2013). On peut également noter 
l’utilisation de ces molécules en tant qu’agents sensibilisants à la chimiothérapie 
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classique (Bhatla et al., 2012; Matei et al., 2012; Song et al., 2012; Steinhardt and 
Gartenhaus, 2013; Clozel et al., 2013) et à l’immunothérapie (Li et al., 2014 ; Chiappinelli 
et al., 2015).  
D’autres analogues ont ensuite été développés comme la 5-aza-5,6-dihydrocytidine, 
composé moins puissant resté au stade préclinique, ou la 5-fluoro-2’-désoxycytidine 
qui est un inhibiteur actuellement en phase I contre les leucémies et certaines tumeurs 
solides.  
Première génération
Deuxième génération
5-Azacytidine 5-Aza-2’-desoxycytidine 5-Aza-5,6-dihydroycytidine 5-Fluoro-2’-desoxycytidine Zebularine
NPEOC-DAC
SGI-110
CP-4200
NPEOC-DAC
Cytidine
 
 
Figure 22. Les analogues de nucléosides inhibiteurs de DNMT. 
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Enfin, un autre analogue de nucléoside, la zébularine, qui possède une activité 
intrinsèque d’inhibiteur de désaminase (Frick et al., 1989), a été initialement synthétisée 
(Funakoshi et al., 1961) afin d’augmenter la stabilité de l’azacitidine ou la decitabine qui 
peuvent subir une désamination (Zhou et al., 2002; Cheng et al., 2003). Cependant, de 
plus fortes concentrations doivent être utilisées dans les études cellulaires, limitant son 
utilisation (Cheng et al., 2004). 
ii. Les inhibiteurs de deuxième génération 
Sur la base de l’instabilité chimique de la 5azaC et de la 5azadC, dû à une 
hydrolyse de ces molécules en solution (Notari and DeYoung, 1975 ; Chan et al., 1979 ;  
Christman, 2002), et des résultats obtenus en tant qu’inhibiteurs de DNMTs, d’autres 
composés [Figure 22] ont été synthétisés dans le but d’obtenir un meilleur profil 
pharmacocinétique (Yang et al., 2010).  
Il s’agit de pro-drogues comme le NPEOC-DAC (Byun et al., 2008). Cette molécule 
nécessite une activation par la carboxylestérase 1 (hCE-1), présente dans certaines 
lignées de cancer du foie, afin de libérer la 5azadC. Malheureusement, si cette protection 
empêche la 5azadC de subir une éventuelle désamination, elle diminue également 
drastiquement son efficacité et réduit son champ d’application. 
De même, le CP-4200 et le SGI-110 [Figure 22] sont respectivement des pro-
drogues de 5azaC et de la 5azadC. Permettant la délivrance plus tardive d’une molécule 
instable, ils permettent d’augmenter l’efficacité et donc de diminuer les doses efficaces, 
limitant ainsi la cytotoxicité et les effets secondaires. Le SGI-110 fait l’objet d’une étude 
clinique de phase I pour les AML et les MDS (Chuang et al., 2010; Issa et al., 2015), ainsi 
que dans les cancers ovariens résistants en tant qu’agent sensibilisant en combinaison 
avec le carboplatine (Kuang et al., 2015). 
 
Nécessitant, la plupart du temps, une étape d’intégration dans le génome au cours 
de la phase S pour être actives, ces inhibiteurs nucléosidiques permettent une forme de 
sélectivité pour les cellules en division rapide. Cependant ces molécules sont loin d’être 
idéales du fait de leur faible biodisponibilité, de leur instabilité dans les milieux 
physiologiques et de leur manque de sélectivité au niveau des CpG. De plus, des 
questions sur l’effet à long terme de ces analogues de nucléosides commencent à se 
poser (Gravina et al. 2010). C’est donc vers des molécules non-nucléosidiques que la 
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recherche s’est orientée pour développer des inhibiteurs de DNMTs ne nécessitant pas 
d’intégration dans le génome. 
2.2.2. Les inhibiteurs non-nucléosidiques 
De nombreux inhibiteurs catalytiques des DNMTs ont été décrits ces dernières 
années avec des structures très variées [Figure 23], mais peu d’entre eux ont réussi à 
démontrer une véritable activité déméthylante au niveau cellulaire. Parmi ces 
nombreuses molécules, on peut  distinguer les composés synthétiques de ceux qui ont 
une origine naturelle. 
i. Les molécules naturelles 
Une des familles les plus étudiées est la famille des flavonoïdes dont l’EGCG 
(gallate d’épigallocatéchine) [Figure 23], le polyphénol majoritaire du thé vert, présente 
une activité d’inhibition des DNMTs (Lee et al., 2005; Singh et al., 2011). La génistéine 
[Figure 23], une isoflavone extraite du soja, a également démontré son caractère 
d’inhibiteur de la méthylation. Ces deux molécules ont démontré des activités cellulaires 
menant à la déméthylation avec une ré-expression de gènes suppresseurs de tumeurs 
comme RARβ, CDKN2B ou MGMT (Fang et al., 2005; Nandakumar et al., 2011; Zhang et 
al., 2013; Xie et al., 2014). Cependant, tout comme la génistéine, les polyphénols sont 
connus pour inhiber de nombreuses enzymes (Ju Fang et al., 2007, Chen Fang et al., 
2007). Leur mécanisme d’action a été étudié et ils sont capables d’inhiber la catéchol-O-
méthyltransférase (une enzyme utilisant le co-facteur SAM), (Lee et al., 2005) ce qui a 
pour conséquence d’augmenter la concentration intracellulaire de SAH. L’équilibre 
SAM/SAH étant perturbé, l’efficacité des DNMTs est diminuée par la perte du co-facteur 
et non par l’action directe de l’EGCG. De plus, la cytotoxicité connue de l’EGCG est liée à 
sa capacité à produire des espèces réactives oxygénées (ROS) responsables d’un stress 
oxydatif qui expliquerait l’arrêt de la prolifération des cellules cancéreuses observée in 
cellulo (Chuang et al., 2005). Finalement, les études réalisées avec l’EGCG et la génistéine 
n’ont pas révélé d’hypométhylation génomique et ces composés ne sont donc pas 
considérés comme des inhibiteurs directs de DNMTs. 
Néanmoins les propriétés préventives de ces molécules et des extraits de thé vert 
dans la cancérogénèse sont malgré tout reconnues et continuent à être étudiées dans la 
prévention des cancers (Suh and Pezzuto 2012). 
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Figure 23. Les inhibiteurs de DNMT non nucléosidiques. 
 
Le kazinol Q [Figure 23] est un composé récemment décrit qui a été identifié comme 
inhibiteur de DNMT1 à partir d’un criblage, réalisé sur un échantillon de substances 
naturelles (Weng et al., 2014). Cette molécule issu de la plante  Leycesteria formosa a 
également montré sa capacité à ré-exprimer la cadhérine E dans des lignées de cancer 
du sein, associé à un arrêt de la prolifération cellulaire. A nouveau, l’accumulation 
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importante de ROS suite au traitement des cellules semble indiquer un effet sur d’autres 
mécanismes cellulaires en plus d’une simple inhibition de DNMT1. 
La curcumine [Figure 23] et des dérivés ont été identifiés dans un criblage 
virtuel. Ils induisent une inhibition in vitro de la DNMT bactérienne, M.SssI (Liu et al., 
2009). Malgré l’observation d’une déméthylation dans des lignées cellulaires de prostate 
(promoteur de Neurog-1), aucune activité in vivo n’a pu être obtenue (Burgos-Moron et 
al., 2010). 
La psammapline A [Figure 23] est un composé extrait d’éponges marines. Ce 
produit a montré une capacité à inhiber plus d’une dizaine d’enzymes comme la 
topoisomérase II ou les DNMTs (Kim et al., 1999 ; Shin et al., 2000 ; Pina et al., 2003; 
García et al., 2011; Pereira et al., 2012). Plus récemment elle a été caractérisée comme 
étant un inhibiteur de HDAC ( Baud et al. 2012; Baud et al. 2013). 
La nanaomycine A [Figure 23], utilisée pour ses propriétés antibiotiques, a été 
identifiée dans un criblage virtuel d’inhibition de DNMT1. De façon surprenante, elle n’a 
pas montré d’activité dans les tests enzymatiques contre DNMT1, mais elle a inhibé de 
façon séléctive la DNMT3B. Une diminution de la méthylation globale a été observée 
dans des lignées de cancer du sang (HL60), du poumon (A549) et du colon (HCT116), 
ainsi qu’une réactivation de la transcription du gène suppresseur de tumeur RASSF1A 
(Kuck et al., 2010).  Sa sélectivité d’inhibition pour DNMT3B reste encore à confirmer. 
La sinéfungine [Figure 23] est un analogue bactérien de SAM initialement isolé 
chez Streptomyces griseolus. Cette molécule inhibe de nombreuses enzymes 
dépendantes du SAM comme les DNMT (Borchardt, 1980 ; Schluckebier et al., 1997). Son 
manque de sélectivité en fait un mauvais candidat médicament, néanmoins ce 
compétiteur SAM est principalement utilisé comme un bon outil dans des études 
mécanistiques (Lin et al., 2012). 
L’acide laccaïque A [Figure 23] est un ancien colorant alimentaire extrait 
d’insectes (Sako et al., 1978). Ce composé a montré un pouvoir d’inhibition, lors d’un 
criblage à haut débit, de l’enzyme DNMT1 tronquée à laquelle il manquait le domaine 
TRF et le domaine CXXC (621-1600) (Fagan et al., 2013). L’activité mesurée s’est ensuite 
révéléee 30 fois moins importante sur une DNMT1 incluant le domaine TRF. De plus, 
aucune déméthylation cellulaire n’a pour l’instant été mesurée.  
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D’autres composés naturels, comme l’acide caféique et l’acide chlorogénique 
[Figure 23], sont des polyphénols naturels capables d’inhiber DNMT1 et M.SssI (Lee et 
al., 2006). Le parthénolide issu de la grande camomille Tanacetum parthenium (Fagan 
et al., 2013), ou encore le resvératrol, un composé de la classe des stilbènes issu de 
certains fruits (Qin et al., 2014), ont également été décrits comme des inhibiteurs de 
DNMTs. Néanmoins, des résultats contradictoires et surtout le manque de sélectivité de 
ces composés en font de très mauvais candidats médicaments (Singh et al., 2013). 
ii. Les molécules de synthèse 
La procaïnamide et la procaïne [Figure 23] ont été identifiées comme de 
potentiels agents déméthylants par le biais de leurs effets secondaires observés au cours 
de leur utilisation comme antiarythmique et anesthésique (Cornacchia et al., 1988). Une 
étude a mis en évidence leur affinité pour les CpG hémi-méthylés et caractérisé ces 
molécules comme des ligands de l’ADN bloquant l’action de la DNMT1 (Villar-Garea et al. 
2003). Cependant aucune déméthylation n’a pu être vérifiée sur un panel de lignées 
cellulaires (Chuang et al., 2005). 
Un criblage virtuel a mis en évidence le RG108 [Figure 23] comme un inhibiteur 
de DNMT1 (Brueckner et al. 2005). Cependant, Suzuki et al. ont montré que ce composé 
inhibe la DNMT1 in vitro à 34% à une dose de 1mM (Suzuki et al., 2010). Ce résultat a été 
confirmé par une autre étude qui établit la concentration à laquelle le RG108 induit 50% 
d’inhibition (IC50) de la DNMT1 et de DNMT3A/3L à plusieurs centaines de 
micromolaires (Halby et al., 2012 ; Asgatay et al., 2014). Le mécanisme d’action de cette 
molécule qui induit de la déméthylation in cellulo (Brueckner et al., 2005), mais peut-
être pas par une inhibition directe des DNMTs, reste encore à élucider. 
Un composé « hybride RG108-procaïnamide » à montré une activité 50 fois 
plus puissante que ses composés parents et une cytotoxicité à des concentrations de 
l’ordre du micromolaire sur les lignées cancéreuses DU145 et HCT116 (Halby et al., 
2012). Une étude de modélisation moléculaire a mis en évidence une capacité de la 
molécule à interagir à la fois avec l’ADN et avec l’enzyme (Yoo et al., 2013). 
Le SGI-1027 [Figure 23] fut initialement synthétisé au sein d’une série chimique 
connue pour être de forts ligands du petit sillon de l’ADN. Cette molécule s’est 
démarquée par le fait qu’elle ne se lie que faiblement aux séquences A-T riches, tout en 
gardant une bonne stabilité dans les milieux physiologiques. La molécule inhibe les 3 
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DNMTs in vitro et entraine également une déméthylation et une ré-expression de TIMP3 
et CDKN2A dans des lignées cellulaires de cancers du colon (Datta et al., 2009). D’autres, 
dérivés ont été synthétisés par la même équipe mais aucun n’a été plus actif que le SGI-
1027 (Gamage et al., 2013). Récemment, notre équipe a également synthétisé 25 
nouveaux dérivés de cette molécule, dont 4 ce sont révélés aussi actif que la molécule 
originelle (Valente et al., 2014 ; Rilova et al., 2014, Annexe 2) avec une sélectivité pour 
DNMT3A. 
En plus de ces molécules, deux sous-familles de flavonoïdes ont été identifiées 
comme inhibitrices de DNMT lors d’un criblage de 116 composés sur le complexe 
catalytique murin Dnmt3A/3L. La molécule 3-chloro-3-nitroflavone (molécule 69) 
[Figure 23] s’est révélée être la molécule la plus puissante avec une activité in-vitro 
submicromolaire (Ceccaldi et al., 2011). Cette famille de composés a également montré 
une activité remarquable lors de tests sur des embryons de zebrafish, avec un 
phénotype identique à la 5azadC.  
 
Cette liste n’est pas exhaustive car d’autres molécules de synthèse ont été 
identifiées comme de potentiels inhibiteurs de DNMTs (Erdmann et al., 2015c) comme 
l’hydralazine, mais qui s’est révélé être plutôt un inhibiteur de G9a (Zambrano et al., 
2005), le SW155246, qui présente une activité 30 fois supérieure sur DNMT1 par 
rapport à DNMT3A (Kilgore et al., 2013), et aussi des dérivés d’acridine connus pour 
être des intercalants de l’ADN (Hossain et al., 2013). Pour ces derniers, des études plus 
approfondies sont encore nécessaires pour évaluer leur sélectivité éventuelle pour les 
séquences CpG.  
Dans le but d’identifier de nouveaux inhibiteurs non nucléosidiques des DNMTs, notre 
équipe à également réalisé un criblage à haut débit de 66.000 composés chimiques basé 
sur une inhibition enzymatique de la partie catalytique de la DNMT3A. Une famille de 
dérivés de propiophénone a ainsi été identifiée. Après une optimisation chimique, sur la 
base de relations structure-activité, un nouvel inhibiteur a été obtenu avec une EC50 de 
2.1 μM (Erdmann et al., 2015a, Annexe 3). 
Enfin, le MG98, un oligonucléotide anti-sens d’une vingtaine de paire de bases, qui 
cible spécifiquement la partie 3’ non traduite de la DNMT1 humaine et empêche ainsi sa 
traduction, a également été décrit (Amato 2007). Cette molécule possède une spécificité 
de séquence sélective de la DNMT1 et n’empêche donc pas la traduction des DNMT3A et 
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DNMT3B. Une déméthylation et une ré-expression de CDKN2A dans des lignées 
tumorales de colon et de vessie ont été mise en évidence (Goffin and Eisenhauer 2002). 
Cependant, lors d’un essai clinique de phase I dans des MDS et AML, la ré-expression de 
gènes comme WIT1 ou encore CDKN2B sans corrélation avec une déméthylation, remet 
en question le lien direct entre le traitement par la molécule et la ré-expression de ces 
gènes suppresseurs de tumeurs (Klisovic et al., 2008). 
2.3. Quelles perspectives pour les inhibiteurs de DNMTs ? 
Comme nous venons de le décrire, de nombreuses molécules ont fait l’objet 
d’études sur l’inhibition des DNMTs. Les inhibiteurs de type nucléosidiques sont les plus 
efficaces. Parmi cette famille, la 5azaC (Vidaza) et 5azadC (Dacogen) sont les seuls 
inhibiteurs mis sur le marché pour des traitements anticancéreux, ce qui valide le 
concept épigénétique comme une cible dans la lutte contre le cancer. Ces molécules font 
ainsi office de référence en tant qu’agent déméthylant. Cependant, leur instabilité 
chimique, leur manque de sélectivité, mais surtout leur incorporation dans l’ADN (et 
l’ARN pour la 5azaC) et leur capacité à induire des dommages à l’ADN, sont des barrières 
majeures pour des traitements à long terme des patients. Tout cela oriente donc les 
recherches vers la découverte d’inhibiteurs non-nucléosidiques stables n’induisant pas 
d’effets secondaires toxiques. 
Par ailleurs, de nombreux essais cliniques ont évalué les bénéfices thérapeutiques 
obtenus par un traitement d’inhibiteurs de HDAC combiné à des inhibiteurs de DNMT 
(Griffiths and Gore, 2008; Yacqub-Usman et al., 2012). Les résultats obtenus ont montré 
que, les effets relativement modestes d’inhibiteurs de HDAC sur des syndromes 
myélodysplasiques ont été considérablement augmentés par le traitement conjoint 
d’inhibiteurs de DNMTs. De plus, des observations similaires ont aussi été constatées sur 
des tumeurs solides (Juergens et al., 2011). 
 
Les inhibiteurs non nucléosidiques décrits à ce jour sont encore insuffisamment 
efficace. En effet, la majorité d’entre eux n’a tout simplement pas réussi à engendrer une 
déméthylation dans les cellules cancéreuses. Seule l’hydralazine a fait l’objet d’une étude 
clinique de phase I (Zambrano et al., 2005), et seuls le SGI1027 et la série 3-chloro-3-
nitroflavone semblent être aujourd’hui les molécules les plus prometteuses en 
recherche.  
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Finalement, la DNMT1 est la seule qui est toujours exprimée, ce qui explique 
qu’elle soit souvent la cible de choix, son inhibition entrainant une mort complète des 
cellules (Chen et al., 2007). Cependant, certains cancers montrent aussi une 
surexpression soit de la DNMT3A soit de la DNMT3B (Robertson et al., 1999), incitant à 
la conception d’inhibiteurs plus puissants et sélectifs de chaque isoforme (Erdmann et 
al., 2015b, Annexe 4). En effet, ceux-ci permettraient de subvenir, à la fois, aux besoins 
thérapeutiques actuels et fourniraient également de nouveaux outils dans la 
compréhension des mécanismes épigénétiques. 
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Objectifs de la thèse 
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L’épigénétique, de part son caractère réversible et la méthylation de l’ADN en 
particulier sont une cible thérapeutique intéressante dans les cancers. Seuls deux 
analogues de nucléosides présentent une activité déméthylante de l’ADN au niveau 
cellulaire (la azaC et la 5azadC), mais ils présentent également de nombreux 
désavantages dont une forte instabilité dans les milieux physiologiques et une absence 
de sélectivité. Ces produits nécessitent également une étape d’incorporation dans l’ADN. 
C’est pourquoi notre équipe s’intéresse à l’identification et la caractérisation 
pharmacologique d’inhibiteurs non-nucléosidiques des DNMTs.  
Les travaux présentés dans ce manuscrit ont donc été réalisés autour d’un objectif 
principal de découverte et de caractérisation des conséquences cellulaires de 
nouveaux inhibiteurs de méthyltransférases d’ADN développés au laboratoire.  
 
Nous avons basé nos études sur des molécules hits issus du criblage de la 
chimiothèque et extractothèque des laboratoires Pierre Fabre et d’autres collaborations 
(LSPCMIP, ICSN…). 
Dans le but de caractériser pharmacologiquement ces molécules, j’ai mis en place au 
laboratoire de nouvelles méthodologies permettant de caractériser à la fois la 
méthylation de l’ADN et le positionnement des nucléosomes, dans des cellules 
cancéreuses, mais aussi les marques des histones et le recrutement de facteurs de 
transcription sur une même séquence promotrice (Deuxième partie, chapitre 4). J’ai 
développé et utilisé en particulier pour cela un système cellulaire KG1 CMV-Luc 
(Chapitre 4, § 1.2) que nous avons également utilisé pour guider les chimistes dans 
l’optimisation des composés et les études de relation structure activité (SAR).  
J’ai aussi réalisé un travail important dans l’exploration de la cinétique d’action des 
composés (Chapitre 5, § 1.2, Menon et al., soumis pour publication, Figure 3). 
 
Nous avons ainsi découvert une nouvelle série chimique intéressante qui fait 
l’objet de deux brevets qui ont été déposés le 02.10.2015 (Menon et al., EP15306556.0 ; 
Menon et al., EP15306555.2). D’autres séries hits ont également été identifiées au cours 
de ce criblage. Elles ont ensuite été caractérisées pour leurs propriétés biologiques et 
restent encore à améliorer (Rilova et al., 2014 ; Erdmann et al., 2015a et 2015b ;  
Annexes 2, 3 et 4). 
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Les méthodologies que j’ai misent en place m’ont permi d’approfondir, en 
particulier, les mécanismes d’action de deux séries chimiques. J’ai ainsi étudié, dans 
un premier temps, des composés de type 3-chloro-3-nitroflavones (Chapitre 5, § 1.2, 
Menon et al., soumis pour publication), puis dans un deuxième temps, une série 
chimique de type bi-substrats (Chapitre 5, § 2.2, Halby  et al., en préparation). 
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Chapitre 4 – Mesurer l’inhibition des DNMTs  
1. Deux tests pour un criblage HTS 
L’inhibition des DNMTs peut se mesurer à l’aide de tests enzymatiques ou à l’aide 
de tests cellulaires, en mesurant la réexpression d’un gène conditionnée à une 
déméthylation de sa séquence promotrice. En 2012, dans le but d’identifier de nouveaux 
inhibiteurs de DNMTs, notre équipe à entrepris le criblage d’une banque de 60.000 
molécules et près de 15.000 extraits naturels de la chimiotèque des Laboratoires Pierre 
Fabre. Le choix a été fait de réaliser ce criblage à la fois sur un test enzymatique 
d’inhibition de DNMT3A et également sur un test cellulaire dans la lignée leucémique 
humaine KG1. Ce dernier est basé sur la ré-expression du gène de la luciferase Firefly 
(Luc+) conditionné à une déméthylation du promoteur du cytomegalovirus (CMV).  
1.1. Un test enzymatique d’inhibition de DNMT3A 
1.1.1. Principe du test enzymatique 
DNMT3A
CH3
(SAM)
CH3
(SAH)
CH3
CH3
Enzyme de restriction
CH3
+ inhibiteurs
Perte du signal
fluorescent
Avidine
Biotine DN
Lavages
 
Figure 24. Test enzymatique d’inhibition de DNMT3A. 
Le test mis en place au laboratoire est basé sur la mesure de la perte d’un signal fluorescent en présence 
d’inhibiteurs catalytiques. La réaction de méthylation a lieu sur un duplexe d’ADN, immobilisé dans une plaque-
support à l’aide d’un couplage biotine/avidine. Ce duplexe porteur d’un fluorophore est méthylé par la partie 
catalytique (624-912) de la DNMT3A humaine (DNMT3A-C) dans un milieu réactionnel contenant du SAM. Une 
enzyme de restriction sensible à la méthylation est ensuite ajoutée pour couper le duplex d’ADN au niveau de son 
site de reconnaissance seulement si celui-ci est non-méthylé. 
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1.1.2. Protocole expérimental 
Le test que nous avons utilisé [Figure 24] est basé sur l’utilisation d’une enzyme de 
restriction sensible à la méthylation de l’ADN. Il a été développé par Ceccaldi et al. (Ceccaldi et 
al., 2011) et réalisé dans notre laboratoire par V. Masson et J.-M. Grégoire. 
Les molécules à tester sont dissoutes dans 100% DMSO pour obtenir des solutions stocks à 
10mM. 
Une première étape consiste à préparer des plaques contenant le duplexe d’ADN. Pour cela, les 
puits d’une plaque 384-puits (Optiplate noires, PerkinElmer, France) sont incubés avec 70µL 
d’avidine (SigmaAldrich, France) concentrée à 10µg/mL dans 0,1M de bicarbonate de sodium pH 
9,6 sur la nuit à +4°C. La plaque est ensuite lavée 5 fois avec 100µL de PBS contenant 0,05% de 
Tween-20 et 500mM NaCl (PBST + NaCl), puis 3 fois par du PBST. Enfin, 60µL d’oligonucléotides 
(FAM-5’-GCTATATATACGTACTGTGAACCCTACCAGACATGCACTG-3’ et BIOT-5’-CAGTGCATGTCT 
GGTAGGGTTCACAGTACGTATATATAGC-3’, Eurogentec, Belgique) à 0,05µM sont incubés 
pendant 1h à T.A. dans du PBST. Cet oligonucléotide, marqué en 3’ par une 6-
carboxyfluorescéine, contient un unique site CpG qui fait partie de la séquence de 
reconnaissance de l’enzyme de restriction sensible à la méthylation, HpyCH4IV. 
 Une deuxième étape consiste ensuite à réaliser la réaction enzymatique en présence de 
chaque molécule à tester. Pour cela, 100nM de DNMT3A-C, 20µM de SAM et la molécule à tester 
(jusqu’à 1% final en DMSO) sont ensuite incubés 1h à 37°C dans 50µL de tampon de méthylation 
(1mM EDTA, 50mM KCl, 1mg/mL BSA dans 20mM HEPES pH 7,2). La DNMT3A-C correspond à 
la partie catalytique (a.a 624-912) de la protéine humaine comme cela a été décrit par Jeltsch et 
al. (Jeltsch et al. 1998). Elle a été clonée puis purifiée selon le protocole de Jia et al. (Jia et al., 
2007) à l’aide d’un tag histidine à partir d’un culot d’expression bactérien (Gros et al., 2013,  
Annexe 1). Après 1h d’incubation à 37°C, chaque puit est lavé 3 fois avec 100µL de PBST + NaCl, 
puis 3 fois avec 100µL de PBST. Chaque puit subit ensuite une restriction enzymatique par ajout 
de 5U de HpyCH4IV (New England Biolabs, France) dans 50µL de tampon préconisé par le 
fournisseur (NEBuffer 1) pendant 1h à 37°C. La restriction est arrêtée par 3 lavages avec du 
PBST contenant 500mM de NaCl, puis 3 lavages avec du PBST.  
Enfin, une dernière étape consiste à mesurer la fluorescence dans du PBS sur un lecteur de 
microplaque EnVision™ Multilabel Plate Reader (PerkinElmer, France). Les pourcentages 
d’inhibition (% Inh) sont calculés selon la formule suivante : % Inh = 100-(100*Y/X), avec X le 
signal obtenu en présence du DMSO et Y le signal obtenu en présence de l’inhibiteur. La 
concentration efficace médiane (EC50), à laquelle on observe 50% de l’inhibition maximale du 
composé, est déterminée par l’analyse de plusieurs concentrations de produit, en duplicats. Les 
points sont analysés avec une régression non-linéaire sigmoïdale à pente variable réalisée sur 
GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Software). Lorsqu’un composé possède une courbe dose-
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réponse qui varie de 0% à 100%, l’EC50 est égale à la concentration inhibitrice médiane (IC50), à 
laquelle on observe 50% d’inhibition. 
1.2. Un test celulaire : KG1 CMV-Luc 
De nombreux tests cellulaires en HTS ont été mis au point en se basant sur des 
clones sélectionnés pour leur capacité à exprimer un gène rapporteur lorsqu’ils sont 
traités par des drogues ciblant l’épigénétique. Plus précisément, un gène rapporteur 
comme la GFP peut être placé sous le contrôle d’un promoteur constitutif « éteint » par 
régulation épigénétique, comme par exemple CMV (Johnson et al. 2008 ; Si et al. 2010). 
Cette approche a permis de réaliser avec succès le criblage de petites ou moyennes 
chimiothèques (d’une centaine à quelques centaines de milliers de molécules). Ce type 
de test nécessite cependant de nombreux tests secondaires afin de déterminer 
précisément le(s) mécanisme(s) d’action de la molécule (inhibiteur de HMT, de DNMT, 
dommages à l’ADN…) (Best et al. 2011; Lin et al. 2011; Tran et al. 2014). 
1.2.1. Principe du test cellulaire 
Afin de mesurer une activité cellulaire des composés identifiés in-vitro, sur le test 
enzymatique, nous avons évalué leur capacité à réactiver un système rapporteur 
épigénétique intégré de façon stable dans la lignée leucémique humaine KG1. Ce système 
rapporteur consiste en un promoteur CMV méthylé (Chapitre 4, § 3.1.1, Figure 28) 
contrôlant l’expression du gène de la luciférase [Figure 25]. Le traitement par un 
inhibiteur de la méthylation de l’ADN permet de déméthyler le promoteur CMV et 
d’induire l’expression de la luciférase, qui peut être quantifiée par détection de la 
luminescence [Figure 25]. 
Nous avons utilisé la 5azadC dans tous nos essais expérimentaux, comme contrôle 
positif d’inhibition de la méthylation. Par ailleurs, pour identifier les molécules induisant 
une ré-expression de la luciférase, nous avons choisi un seuil de facteur d’induction (FI) 
de 2.0, en-dessous duquel l’effet sur le système rapporteur est négligeable. 
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Figure 25. Système rapporteur CMV-Luc dans les cellules KG-1. 
La méthylation du promoteur CMV est représentée par les cercles rouges symbolisant un CpG 
méthylé et les bâtons rouges un CpG non méthylé. La flèche barrée représente la répression de la 
luciférase contrôlée par le promoteur CMV méthylé. En présence d’un inhibiteur de DNMT, la 
méthylation du promoteur diminue, rétablissant une expression de la luciférase contrôlée par le 
promoteur CMV déméthylé. 
1.2.2. Protocole expérimental 
Dans un premier temps, la lignée leucémique humaine KG1 (ATCC, USA), a été 
transfectée de façon stable avec le gène rapporteur de la luciférase Firefly (Luc+, plasmide pGL3 
de Promega) mis sous le contrôle du promoteur CMV (plasmide pEGFP-N1, Clontech) 
partiellement méthylé. Les cellules transfectées ont été selectionnées par ajout de 0,5mg/mL de 
généticine (Life Technologies) dans le milieu de culture, le gène de résistance à cet antibiotique 
étant présent sur le transgène, cela a permis son intégration au sein du génome des cellules. Les 
cellules sont cultivées à 37°C, 5% CO2 dans du milieu RPMI-1640 (Lonza) supplémenté de 
2,1mM de L-Glutamine, de 25mM de HEPES (Lonza), de 10% de sérum de veau fœtal inactivé 
(Lonza) et de 0,5mg/mL de généticine (Life Technologies). J’ai établi cette lignée KG1-CMV-Luc 
en 2008 dans l’équipe d’Oncologie Expérimentale des Laboratoires Pierre Fabre, dans le cadre 
de la mise en place d’un panel de lignées tumorales luminescentes, pour une plate-forme 
d’imagerie in-vivo (Pesnel et al., 2011 ; Pesnel et al., 2012). Le clone que nous avons utilisé pour 
notre test a été sélectionné pour sa très faible luminescence basale. La méthylation du 
promoteur CMV a également été mesurée avec une valeur moyenne de 45% (Chapitre 4, § 3.1.1). 
Dans notre test, des plaques 96-puits sont ensemencées avec 20 000 cellules par puit. Après 24h 
d’incubation en présence du composé à tester ou du DMSO, l’induction du promoteur est 
mesurée par quantification de la luciférase grâce au système ONE-Glo™ Luciferase (Promega) 
selon le protocole du fournisseur. La luminescence est mesurée sur un lecteur de microplaque 
EnVision™ Multilabel Plate Reader (PerkinElmer) et les données sont exprimées en facteur 
d’induction comparé au contrôle DMSO. Les traitements de la lignée KG1-CMV-Luc ont été 
réalisés conjointement avec V. Poughon-Cassabois et Y. Aussaguès. 
Pour l’étude de la cytotoxicité, les cellules KG1-CMV-Luc, sont ensemencées à une 
concentration de 200 000 cellules par mL. Après 24h d’incubation en présence ou non du 
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composé à tester, le pourcentage de viabilité est réalisé par coloration des cellules au bleu 
trypan suivi d’un comptage à l’aide d’un compteur automatique Vi-Cell XR (Beckman Coulter).  
 
Même si ces tests primaires ne sont qu’une première étape pour la découverte de 
nouveaux inhibiteurs de DNMTs, le criblage réalisé par notre équipe a permis de 
d’identifier plusieurs séries de molécules cibles servant de points de départs dans  la 
synthèse chimique de nouveaux inhibiteurs (Erdmann et al., 2015a et 2015b, Annexes 1 et 
2). L’optimisation de ces molécules a été guidée ensuite, par leur capacité à déméthyler 
l’ADN au niveau cellulaire, mais aussi pour les molécules les plus actives, par l’analyse 
d’une ré-expression effective de TSG. Cela dans le but d’induire une reprogrammation 
des cellules tumorales. Ces analyses complémentaires restant indispensables pour 
caractériser le mode d’action des nouveaux inhibiteurs ainsi identifiés. 
 
C’est dans ce contexte que j’ai donc mené mon travail de thèse en étroite collaboration 
avec les chimistes de synthèse. 
De plus, une grande partie de mon travail a consisté à la mise au point de techniques 
permettant de mesurer la méthylation de l’ADN. 
 
2. Analyse de la méthylation de l’ADN au niveau de 
promoteurs de Gènes Suppresseurs de Tumeurs 
2.1. Lignées celulaires utilisées et traitements 
La lignée leucémique KG-1 (ATCC, USA) est cultivée comme décrite 
précédemment (Chapitre 4 § 1.2.2). La lignée Karpas299 issue d’un lymphome à large 
cellule est cultivée dans les mêmes conditions. La lignée HCT116  de cancer du colon est 
cultivée à 37°C, 5% CO2 dans du milieu MEM glutamax supplémenté de 2,1mM de L-
Glutamine, de 25mM de HEPES et de 10% de sérum de veau fœtal inactivé. 
Les cellules sont ensemencées à 0,2x106 cellules/mL dans 10mL de milieu  de 
culture correspondant, en flacon de culture 25cm² (Corning, France), traitées et 
récoltées selon le schéma présenté à la [Figure 26]. Nous avons établi ce schéma de 
traitement en nous basant sur les travaux réalisés par Suzuki et al., en 2004 et Tsai et al., 
en 2012, qui montrent une meilleure déméthylation au cours du temps lorsque des 
cellules sont traitées respectivement avec un siRNA ciblant DNMT1 ou la 5azadC. 
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Figure 26. Chronogramme des traitements et analyses cellulaires. 
Les flêches blanches indiquent les jours de traitements des cellules avec les composés à évaluer, 
tandis que les flêches grises correspondent aux jours où les cellules sont récupérées pour analyse. 
Les cellules sont traitées tous les jours, excepté deux jours entre chaque semaine. 
2.2. La conversion de l’ADN par le bisulfite de sodium 
i. Réaction chimique 
Afin d’étudier l’état de méthylation de l’ADN au niveau de promoteurs de TSG, 
nous avons utilisé plusieurs techniques permettant de différencier une cytosine 
méthylée d’une cytosine non méthylée. Il existe de nombreuses techniques d’analyse de 
la méthylation de l’ADN (Fraga and Esteller, 2002), toutes basées sur une étape de 
conversion de l’ADN par un traitement au bisulfite de sodium suivie d’une étape de 
désulfonation [Figure 27].  
Cette réaction chimique consiste tout d’abord en la sulfonation en position 6 d’une 
cytosine, formant ainsi un sulfonate de cytosine. Puis une désamination hydrolytique a 
lieu en présence d’eau, conduisant à un sulfonate d’uracile, converti en uracile lors d’une 
étape de dé-sulfonation (Clark et al., 1994). Cette réaction chimique ne peut pas avoir 
lieu sur une cytosine méthylée en position 5. Elle permet donc de différencier les 
cytosines non méthylées, transformées en uracile, des cytosines méthylées qui 
restent intactes. 
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Figure 27. Conversion d’une cytosine en uracile par le bisulfite de sodium. 
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Les techniques basées sur cette réaction ne permettent pas de différencier les 5mC des  
5hmC, celles-ci n’étant pas converties en uracile lors de la réaction. Les 5hmC étant 
présentes en plus faible quantité ceci n’est pas critique pour nos mesures. 
 
Dans toutes les techniques développées par la communauté scientifique, cette 
conversion est généralement suivie d’une étape d’amplification par PCR. Les brins 
d’ADN néo-synthétisés présentent donc, soit une thymine à la place de l’uracile 
correspondant à une cytosine non méthylée au départ, soit une cytosine à la place d’une 
cytosine méthylée. Ces techniques permettent l’analyse d’un seul CpG à des dizaines 
de CpGs, voire d’établir le méthylome du genome entier (Laird, 2010) [Tableau 5].  
 
Technique 
Nombre de 
CpG analysés 
Précision de 
l’analyse 
+ / - Références 
BCS ≈ 10-30 CpG 
+ 
Analyse clone par 
clone et CpG par CpG 
- 
Clonage 
Bas débit 
Clark et al., 1994 
COBRA ≈ 1-3 CpG 
 
+ 
Moyenne des clones, 
CpG par CpG 
- 
Semi-quantitatif 
Peu de CpG 
Xiong and Laird, 1997 
MSP ≈ 1-2 CpG 
 
+ 
Moyenne des clones, 
CpG par CpG 
- 
Semi-quantitatif 
Peu de CpG 
Herman et al., 1996a 
Ku et al., 2011 
Puces 
méthylome 
(Illumina) 
Génome entier 
(≈ 17 CpG / 
locus) 
 
+ 
Moyenne des clones, 
CpG par CpG 
- 
Semi-quantitatif 
Peu de CpG 
Laird et al., 2010 
Bibikova et al., 2011 
Touleimat and Tost, 2012 
 
Tableau 5. Les différentes méthodes utilisées pour nos analyses de la méthylation de l’ADN 
(après conversion au bisulfite de sodium). 
Dans ce tableau, l’ADN est représenté par une ligne noire, les CpG méthylés par les sphères rouges 
et les CpG non méthylés par les sphères grises. Les flèches bleues représentent les oligonucléotides 
utilisés pour amplifier les locus à analyser. Les rectangles bleus représentent les différents types 
d’analyses. Tableau adapté de (Mikeska et al., 2010). 
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ii. Protocole expérimental 
Dans nos expériences, les cellules sont récoltées après traitement, par centrifugation 
(4°C, 1200rpm, 5min), puis lavées 2 fois au PBS. L’ADN génomique est ensuite extrait selon le 
protocole du kit DNeasy kit (Qiagen). 
La conversion au bisulfite de sodium est ensuite réalisée selon le protocole du kit EZ DNA 
methylation Gold Kit (Proteigene), suivant les recommandations du fabricant : 98°C pendant 
10min, 53°C pendant 30min, puis 8 cycles de 53°C pendant 6 min et 37°C pendant 30min. L’ADN 
converti est ensuite purifié et élué dans 50µL d’eau RNAse/DNase free (Qiagen). 
Nous allons à présent détailler quelques-unes de ces méthodes que nous avons 
utilisées au laboratoire au cours de cette thèse. 
2.3. Les techniques utilisées 
2.3.1. Le bisulfite clonage séquençage (BCS) 
i. Principe du BCS 
Le bisulfite clonage séquençage (BCS) est une technique qui permet d’avoir une 
grande finesse d’analyse tout en analysant des amplicons pouvant aller jusqu’à 500-
700bp, contenant plusieurs dizaines de CpG (Clark et al. 1994). Après la conversion au 
bisulfite, l’ADN est amplifié par PCR, pour être ensuite cloné. Chaque clone représente 
donc un brin d’ADN amplifié par PCR. Le séquençage permet ensuite, par comparaison 
avec la séquence amplifiée théorique, d’identifier quelles cytosines ont été transformées 
en thymine, et quelles cytosines étaient méthylées. Cette technique permet d’étudier la 
méthylation de l’ADN, clone par clone (donc brin d’ADN par brin d’ADN) et CpG par CpG. 
ii. Protocole expérimental 
La région d’intérêt [Tableau 6] est amplifée par PCR, à partir de 2,5µL d’ADN converti, en 
présence d’une unité de polymérase d’ADN Platinum® Taq (Life Technologies) dans le tampon 
du fabricant additionné de 1,5mM de MgCl2, 200µM de dNTPs et 200nM de chaque 
oligonucléotide dans un volume final de 50µL. La réaction est incubée dans un thermocycleur 
selon le programme suivant : 94°C pendant 2min, suivit de 35 cycles de 94°C pendant 30sec,  
55°C pendant 30sec,  72°C pendant 1min, puis une dernière étape d’élongation à 72°C pendant 
6min. 
L’amplicon obtenu est controllé par électrophorèse sur gel d’agarose 2% puis introduit dans un 
plasmide grâce à une ligation à bout franc à l’aide du kit StrataClone Blunt PCR Cloning Kit 
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(Agilent). La transformation est réalisée dans des bactéries E. coli compétentes (StrataClone Solo 
pack, Agilent), par un choc thermique à 42°C pendant 45sec, suivi de 2min dans la glace. Une 
expression phénotypique est réalisée pendant 1h d’incubation à 37°C, sous agitation, dans 
250µL de SOC. (Life Technologies). Les bactéries ainsi transformées sont étalées sur des boîtes 
contenant un gel de LB/Agar/Ampicilline/XGal (Fast-Media Amp XGal Agar, Invivogen), puis 
incubées sur la nuit à 37°C. 
Les colonies ne digérant pas le XGal (blanches) sont prélevées et mises en solution dans 30µL 
d’eau. Une PCR d’amplification est ensuite réalisée sur 1µL de cette suspension bactérienne, avec 
0,625U de polymérase AmpliTaq® Gold (Life Technologies) dans le tampon fourni additionné de 
2,5mM de MgCl2, 200µM de dNTPs, 320nM d’oligonucléotides M13 sens (GTAAAACGACGGCCAG) 
et anti-sens (CAGGAAACAGCTATGAC) pour un volume final de 20µL. La réaction est incubée 
dans un thermocycleur selon le programme suivant : 95°C pendant 10min, puis 35 cycles de 
95°C pendant 45sec,  55°C pendant 45sec,  72°C pendant 1min, suivis d’une étape d’élongation à 
72°C pendant 10min. 
Un aliquot de 8µL du produit de PCR est ensuite purifié sur P100 (Bio-Gel® P-100, Bio-Rad 
Laboratories) avant de subir une réaction de séquence. Pour la réaction de séquence, 4µL de 
produit purifié est incubé en présence de 0,3µM d’oligonucléotide M13 sens et 1X de BigDye 
terminator v3.1 (BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit, Life Technologies) dans le 
tampon fourni pour un volume final de 11µL. La réaction est incubée dans un thermocycleur 
selon le programme suivant : 96°C pendant 1min, 25 cycles de 96°C pendant 10sec, 50°C 
pendant 10sec et 60°C pendant 4min. 
Les séquences sont alors purifiées sur résine Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich). 5µL de formamide 
(Life Technologies) sont ajoutés et les séquences sont lues sur un séquenceur 3130XL Applied 
Biosystem (Life Technologies). 
Les résultats sont ensuite analysés par le logiciel Bisulfite Sequencing Methylation Analysis 
(BISMA) (Rohde et al., 2010) disponible sur la plateforme d’analyse de la méthylation d’ADN 
Bisulfite Sequencing Data Presentation and Compilation (BDPC) (services.ibc.uni-
stuttgart.de/BDPC/index.php) en utilisant les critères proposés par défaut. 
2.3.2. L’analyse par restriction combinée au bisulfite (COBRA) 
i. Principe du COBRA 
La technique d’analyse par restriction combinée au bisulfite (COmbined Bisulfite 
Restriction Analysis ou COBRA) permet de différencier les thymines des cytosines après 
conversion au bisulfite et PCR grâce à une enzyme de restriction (Xiong and Laird, 1997 ; 
Brena et al., 2006). En effet, l’utilisation d’une enzyme de restriction dont le site de 
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reconnaissance contient un site CpG différencie les deux nucléotides en coupant ou non 
l’ADN après l’étape de conversion et d’amplification par PCR. Il est donc possible 
d’évaluer la méthylation moyenne des cellules sur quelques CpG précis. 
ii. Protocole expérimental 
La région d’intérêt [Tableau 6] est amplifée par PCR, à partir de 100ng d’ADN traité au 
bisulfite de sodium, en présence de 1,25 unités de polymérase EpiTaq HS (Takara) dans le 
tampon du fabricant additionné de 2,5mM de MgCl2, 300µM de dNTPs et 400nM de chaque 
oligonucléotide dans un volume final de 50µL. La réaction est incubée dans un thermocycleur 
selon le programme suivant : 40 cycles de 98°C pendant 10sec,  55°C pendant 30sec,  72°C 
pendant 30sec. 
La taille de l’amplicon obtenu est controllée par électrophorèse sur gel d’agarose 2% puis 20µL 
sont digérés dans un volume final de 30µL avec 2 unités de l’endonucléase de restriction BsiEI 
(site de coupure : CGRY¦CG) dans le tampon Cutsmart recommandé par le fabricant (New 
England Biolabs) pendant 90min à 60°C. 
Le produit de la digestion est analysé par électrophorèse sur gel d’agarose 2% et chaque bande 
obtenue est quantifiée à l’aide du logiciel Image Lab (Bio-Rad Laboratories). Les bandes coupées 
correspondent à l’ADN méthylé et la bande de l’amplicon de départ non digéré à l’ADN non 
méthylé.  La formule suivante est utilisée pour calculer une valeur de déméthylation entre un 
échantillon correspondant à des cellules traitées avec un inhibiteur, et l’échantillon contrôle 
correspondant aux cellules non-traitées: Déméthylation (%) = 100 – (méthylation des cellules 
traitées x 100 / méthylation des cellules non-traitées). 
 
2.3.3. La methyl-spécific PCR (MSP) 
i. Principe de la MSP 
La methyl-spécific PCR (MSP) a lieu immédiatement après la conversion au 
bisulfite (Herman et al. 1996a ; Ku et al. 2011). Il s’agit en fait de comparer 
l’amplification obtenue avec des amorces possédant un site CpG dans leur séquence : 
soit l’amorce contient un TpG (amorces nommées U pour Unmethylated) pour 
correspondre à un CpG non méthylé, soit l’amorce contient un CpG (amorces nommées 
M pour Methylated), ce qui correspond à un CpG méthylé. Tout comme le COBRA, la MSP 
nous permet d’analyser la méthylation moyenne des cellules sur quelques CpG précis. 
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ii. Protocole expérimental 
500ng de chaque échantillon d'ADN ainsi que des échantillons contrôles commerciaux 
correspondant à de l’ADN méthylé par M.SssI et à de l’ADN non méthylé (Zymo Research) sont 
traités au bisulfite de sodium comme indiqué précédemment (Chapitre 4 § 2.2.) et élués dans 
30µL d’eau stérile. Les ADN contrôles sont ensuite dilués 3 fois au 1/25 dans 100uL d’eau afin 
d’obtenir 4 échantillons permettant de réaliser une gamme étalon d'ADN méthylés.  
Dans ce test, les régions d’intérêt [Tableau 6] sont amplifiées par PCR quantitative  
(qPCR) suivant un protocole de MethyLight (Campan et al., 2009), dans lequel des sondes de 
type Taqman, spécifiques de chaque amplicon, sont utilisées à la place d’un mix classique à base 
de SYBRGreen. Chaque réaction de PCR est préparée dans un volume final de 15µL, avec 7,5µL 
de KAPA SybrFast Mastermix (KapaBiosystems), 333µM de chaque couple d’oligonucléotides 
(ALU ou spécifiques du locus d’intérêt) et 2uL d'ADN converti au bisulfite de sodium. Des 
courbes étalons sont réalisées avec les amorces ALU sur les dilutions d’ADN contrôles, tandis 
que les ADN préparés à partir des cellules traitées avec les inhibiteurs de DNMTs sont analysés à 
la fois avec les couples d’oligonucléotides ALU et les oligonucléotides spécifiques du locus 
d’intérêt. Le SYBR Green est un agent fluorescent qui s’intercale dans l’ADN nouvellement formé 
lors de la PCR. La fluorescence émise est proportionnelle  à la quantité d’ADN. Elle franchit une 
valeur seuil fixée par l’appareil à un cycle de la PCR appelé Ct (cycle threshold) permettant de 
faire le calcul de la quantité initiale d’ADN.  Les valeurs de méthylation sont calculées selon la 
formule suivante ci-dessous : 
[(CtEchantiilonGene/CtEchantillonAlu)/(CtSssIGene/CtSssIAlu)]*100. 
2.3.4. Le méthylome 
Afin d’établir le profil de méthylation du génome entier, l’ADN bisulfité peut être 
analysé sur des puces ADN comme par exemple les puces Illumina Infinium II (Bibikova 
et al. 2011; Sandoval et al. 2011). Ces puces sont constituées d’oligonucléotides simple 
brin de 50nt, immobilisés en 5’ et possédant en 3’ une séquence complémentaire du site 
en amont du CpG analysé. Une extension d’une base permet ensuite d’ajouter une base A 
(complémentaire de U pour un site non méthylé) ou une base G (complémentaire de C 
pour un site méthylé) marquées différemment, puis reconnues par deux fluorophores 
différents. Cette technique permet d’étudier l’ensemble du méthylome avec en moyenne 
17 CpGs par gène, répartis sur chaque promoteur et corps des gènes. 
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2.3.5. Commentaires 
Chacune de ces méthodes possède des avantages et des inconvénients (Tableau 
5). Notons qu’un biais commun à nombre de ces techniques est l’étape de PCR où 
l’amplification peut ne pas avoir la même efficacité selon l’état de méthylation de la 
séquence d’ADN amplifiée. De même le clonage peut lui aussi favoriser la sélection de 
certains brins d’ADN, perturbant ainsi la représentativité de la technique de BCS 
(Warnecke et al. 1997 ; Warnecke et al. 2002). Cependant, ces biais sont 
particulièrement importants lors de la détermination de l’état de méthylation absolu de 
gènes. Dans notre cas, nous mesurons essentiellement une déméthylation relative à un 
contrôle, nous pouvons donc raisonablement négliger ces biais. 
 
Afin de caractériser l’effet de nos composés, nous avons choisi, dans un premier 
temps, d’établir un profil de méthylation de l’ADN à l’aide de la technique de BCS. Dans 
un deuxième temps, dans un souci de débit, nous avons mis en œuvre les techniques de 
COBRA et de MSP, qui n’analysent que quelques CpG sur une zone très restreinte du 
gène analysé mais permettent de traiter beaucoup plus d’échantillons. Il est important 
de noter que, contrairement au BCS, ces techniques ne fournissent une information que 
sur la moyenne des molécules d’ADN. Ainsi, si un traitement induit une déméthylation 
uniquement sur une sous-population cellulaire, la déméthylation mesurée sera sous-
estimée par ces techniques. Enfin, nous avons également analysé l’effet déméthylant de 
certains de nos composés à l’aide de puces Illumina, très informatives mais au débit 
d’analyse très faible et qui restent encore très onéreuses. 
Toutes ces techniques utilisent une étape de conversion de l’ADN, par un 
traitement au bisulfite de sodium, qui endommage l’ADN et affecte l’efficacité 
d’amplification des PCR utilisées dans les différentes techniques d’analyse. Afin de nous 
affranchir des problèmes d’efficacité de PCR, inhérents à cette étape de conversion, nous 
avons également utilisé une technique permettant une analyse directe de la méthylation 
(Chapitre 4 § 2.4). 
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2.3.6. La methyl-specific restriction qPCR (MSRqPCR) 
i. Principe de la MSRqPCR 
Cette technique repose sur l’analyse d’une digestion différentielle de l’ADN par 
des enzymes de restriction sensibles à la méthylation et dépendantes de la méthylation, 
suivie d’une étape d’amplification de l’ADN digéré. 
L’utilisation des enzymes de restriction sensibles ou non à la méthylation est une 
approche classique pour l’analyse de la méthylation de l’ADN (Schumacher et al., 2006 ; 
Zilberman  and Henikoff, 2007). Les enzymes les plus connus sont les isoschizomères 
HpaII et MspI qui reconnaissent la séquence CCGG. HpaII est bloqué par la méthylation et 
coupe l’ADN seulement si les cytosines ne sont pas méthylés tandis que, MspI n’est pas 
sensible à la méthylation et clive quel que soit le statut des cytosines. L’ADN clivé par les 
enzymes de restriction est ensuite analysable par une amplification par PCR ou par PCR 
quantitative, ce qui permet d’augmenter la sensibilité de cette méthode.  
Cette technique permet ainsi une analyse directe de l’ADN génomique sans conversion 
au bisulfite de sodium. Elle est rapide et autorise l’analyse d’un grand nombre 
d’échantillons. Un des points faibles reste cependant le nombre limité de sites de 
restriction présents sur la région que l’on souhaite analyser.  
Dans notre cas, nous avons utilisé cette approche pour confirmer des résultats 
obtenus avec les techniques précédentes (Chapitre 5 § 1.2, Menon et al., soumis pour 
publication, Supplementary Figure 4).  
ii. Protocole expérimental 
- Digestion enzymatique 
Dans un premier temps, nous avons utilisé le kit commercial EpiTect Methyl II DNA 
Restriction (Qiagen) contenant 2 enzymes de restriction (une enzyme sensible à la méthylation 
et une enzyme dépendant de la méthylation). La digestion enzymatique est réalisée sur 500ng 
de l’ADN selon le protocole du fournisseur. 
Nous nous sommes intéressés ensuite à la mise au point de notre propre technique en utilisant 
des enzymes de restriction connus. Pour cela, 500ng d’ADN est dilué dans 84µL de tampon de 
digestion CutSmart 1x (CutSmart Buffer 10x, New England Biolabs). L’ADN ainsi préparé est 
divisée en 3 fractions équivalentes. Dans la première fraction, aucune enzyme n’est ajoutée ce 
qui permet d’amplifier la quantité totale de l’ADN. La deuxième fraction est traitée avec 10 
unités de l’enzyme sensible à la méthylation, HpaII (New England Biolabs). Cette enzyme clive 
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l’ADN non-méthylé et seul l’ADN méthylé non coupé pourra être amplifié dans la PCR. La 
troisième fraction est incubée avec 10 unités de l’enzyme MspI (New England Biolabs) qui coupe 
l’ADN méthylé et non-méthylé ce qui permet d’amplifier et d’analyser la quantité d’ADN non-
digéré. La digestion enzymatique est réalisée par une incubation de 16 heures à 370C suivie par 
l’inactivation des enzymes à 550C pendant 20min. 
Nous avons également testé un autre couple d’enzymes, HhaI et FspEI (New England Biolabs). 
Ces deux enzymes étant respectivement sensible et dépendante de la méthylation, comme les 
enzymes du kit commercial EpiTect Methyl II DNA Restriction (Qiagen), nous en avons reproduit 
le protocole dans lequel nous avons changé le tampon de digestion par le tampon CutSmart 
(New England Biolabs). L’incubation est effectuée de la même manière que précédemment.  
- PCR en temps réel (qPCR) 
La qPCR est réalisée sur l’appareil CFX384TM Real-Time System, C1000 Touch Thermal 
Cycler (BioRad). L’ADN digéré est mélangé dans du SsoAdvanced qPCR SYBR premix 2x 
(BioRad) et 25μM d’un mix d’oligonucleotides [Tableau 6) dans un volume final de 10µL. Le 
mélange réactionnel est chauffé à 95°C pendant 10min suivi de 3 cycles de 30 sec à 99°C et de 
1min à 72°C suivie de 40 cycles de 15sec à 97°C et 1min à 72°C.  
- Analyse des donnés 
Le calcul du taux de l’ADN méthylé est effectué à partir des donnés de ∆Ct selon les formules ci-
dessous :   
 
Enzymes utilisés Formules 
Enzymes du kit Qiagen  FM = 2 –Ct (Ms)/ 2 –Ct (Mo) – 2 – Ct (Msd) 
HpaII et MspI FM = 2 –Ct (HpaII)/ 2 –Ct (Mo) – 2 – Ct (MspI) 
HhaI et FspEI FM = 2 –Ct (HhaI)/ 2 –Ct (Mo) – 2 – Ct (HhaI+FspEI) 
FM : fraction de l’ADN méthylé; Ct (Ms): ∆Ct de la digestion avec l’enzyme sensible à la méthylation ; 
Ct (M0): ∆Ct de la digestion sans enzymes; Msd: ∆Ct de la digestion avec l’enzyme sensible à la 
méthylation et l’enzyme dépendant de la méthylation; Ct (HpaII): ∆Ct de la digestion avec HpaII; 
Ct(MspI): ∆Ct de la digestion avec MspI; Ct (HhaI): ∆Ct de la digestion avec HhaII; Ct (HhaI+FspEI) : 
∆Ct de la digestion avec HhaI et FspEI. 
 
 
2.4. Régions analysées et oligonucléotides utilisées 
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Gènes Séquences (5’-3’) des oligonucléotides utilisés 
Technique 
d’analyse 
CDKN2A 
F : GGTTTTTTTAGAGGATTTGAGGGATAGG 
R : CTACCTAATTCCAATTCCCCTACAAACTTC 
COBRA 
CDKN2B 
F : TGAGATGGTAGAATAAAAATTATTAAAAA 
R : AAACAAAAACATACCCAATAAAAAC 
BCS 
CDKN2A 
F : CCAGAGGGTGGGGCGGACCGCGTGCG 
R : CCGACCGTAACTATTCGGTGCGTTGG 
MSRqPCR 
HOAXA7 
F : TTAAAGAATTCGTTCGCGTTC 
R : CCCAATACGAAAATTAACCG 
MSP 
SERPINB1 
F : TTTTAAGAGGTGTTATAATATGTCGT 
R : ATAAACGTAACTTCCGAACAACG 
MSP 
ALU 
F : GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGTA 
R : ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCA 
MSP 
CDKN2A 
F : CATGGAGCCTTCGGCTGACT 
R : CCATCATCATGACCTGGATCG 
RT-qPCR 
CDKN2B 
F : GCGAGGAGAACAAGGGCAT 
R : CCGGCTTCCAGGAGCTGT 
RT-qPCR 
YWHAZ 
F : CCCTCAAACCTTGCTTCTAGGAGA 
R : TCATATCGCTCAGCCTGCTCG 
RT-qPCR 
TBP 
F : TTGACCTAAAGACCATTGCACTTCGT 
R : TTACCGCAGCAAACCGCTTG 
RT-qPCR 
CMV (S1) 
F : GGGGTTATTAGTTTATAGTTTATATATGGA 
R : AATACCAAAACAAACTCCCATTAAC 
NOMeSeq 
CMV (S2) 
F : GAGTTTGTTTTGGTATTAAAATTAA 
R : TAACCTTATACAATTACTCTCCAAC 
NOMeSeq 
CMV (P1) 
F : GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGG 
R : GGCGTTACTATGGGAACATACGTC 
ChIP 
CMV (P2) 
F : GTGTATCATATGCCAAGTACGCCC 
R : TGTACTGCCAAGTAGGAAAGTCCC 
ChIP 
CMV (P3) 
F : ACCATGGTGATGCGGTTT 
R : GCCAAAACAAACTCCCATTGACG 
ChIP 
CMV (P4) 
F : TCAACGGGACTTTCCAA 
R : GCTTATATAGACCTCCCACCGT 
ChIP 
 Luc + (P5) 
F : CAGAATCGTCGTATGCAGTGA 
R : ACGGTAGGCTGCGAAATGTCC 
ChIP 
 Luc + (P6) 
F : GCCTGAAGTCTCTGATTAAGT 
R : ACACCTGCGTCGAAGATGT 
ChIP 
Tableau 6. Oligonucléotides utilisés et techniques associées. 
F = Forward, R = Reverse 
 
Dans le but de caractériser la déméthylation, induite par les molécules que nous 
souhaitions évaluer au niveau cellulaire, nous avons réalisé nos premières analyses sur 
Chapitre 4 – Mesurer l’inhibition des DNMTs 
 
82 
les lignées Karpas299 et KG-1. Deux lignées issues de patients atteints de cancers du 
sang, respectivement un lymphome et une leucémie, à partir desquelles nous avons 
analysé la séquence promotrice du gène CDKN2B. En effet, de multiples études 
rapportent la méthylation de nombreux promoteurs de gènes dans les leucémies (Kuang 
et al., 2008), tels que CDKN2A (Esteller, 2003), CDKN2B (Herman et al., 1996b ; Esteller, 
2003), p73 (Corn et al., 1999 ; Esteller et al., 2001) et CDH1 (Melki et al., 2000 ; Gutierrez 
et al., 2003). La déméthylation de ces gènes par la DAC est décrite par ailleurs, et cela est 
généralement corrélé à une réexpression au niveau de l’ARNm. 
Dans un deuxième temps nous avons voulu étudier l’effet de nos molécules avec une 
cinétique de traitement plus importante (jusqu’à 21 jours). Pour cela nous avons étudié 
la déméthylation du promoteur de CDKN2A (P16) dans la lignée HCT116 issue d’un 
cancer du colon (Herman et al., 1996a ; Boström et al., 2001). Selon les études une 
hypermethylation de ce promoteur est effectivement présente dans 12 à 51% des 
cancers colorectaux (Shima et al., 2011). CDKN2A est ainsi très souvent inclus dans le 
panel de marqueurs utilisés pour évaluer le phénotype CIMP (CpG Island Methylator 
Phenotype)(Bihl et al., 2012).  
3. Caractérisations de nouveaux inhibiteurs de DNMTs 
          Pour caractériser le mécanisme d’action de nos composés d’intérêt, nous avons 
étudié en particulier quelles étaient les conséquences sur la chromatine, suite à leur 
utilisation lors de traitements cellulaires entrainants une déméthylation. 
Dans le but de corréler cette déméthylation et un effet sur la conformation de la 
chromatine, nous avons utilisé une méthode appelée NOMe-Seq (Nucleosome 
Occupancy and Methylome Sequencing) qui permet d’analyser à la fois l’état de 
méthylation des CpGs et le positionnement des nucléosomes sur un locus précis. Cette 
technique proche du BCS permet d’analyser l’accessibilité de l’ADN, que l’on méthyle 
artificiellement par l’utilisation de la méthyltransférase de GpC, M.CviPI. En effet, si cette 
enzyme ne méthyle pas les GpCs, cela indique que l’ADN n’est pas sensible à l’action de 
l’enzyme car protégé par la présence de nucléosomes et inversement (Kelly et al., 2012). 
Pour cela nous avons utilisé la lignée KG1 CMV-Luc dans laquelle nous avons analysé 
l’effet de nos composés sur la séquence promotrice CMV qui contrôle l’expression du 
gène de la luciférase.  
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Nous avons également analysé, sur cette région promotrice, les modifications de 
marques d’histones et de plusieurs facteurs de transcription, par la technique de ChIP. 
3.1. Méthylation de l’ADN et conformation de la chromatine 
3.1.1. Notre modèle d’étude : CMV-Luc 
Plusieurs études ont montré que les NFR (Nucleosome Free Regions) se trouvent 
principalement au niveau des régions promotrices (Sharma et al., 2010 ; Zhang et al., 
2011). C’est pourquoi, afin de déterminer l’effet de nos molécules sur de telles régions 
promotrices, nous avons choisi de travailler sur la lignée KG1-Luc dans laquelle le 
promoteur CMV contrôle l’expression du gène rapporteur de la luciférase. Dans notre 
modèle le promoteur CMV est méthylé et la luciférase est très faiblement exprimée. Ce 
modèle permet ainsi de quantifier facilement une ré-expression gènique par dosage de 
la luciférase et d’analyser en parallèle, la méthylation des CpGs sur ce promoteur, les 
effets sur l’organisation de la chromatine comme la position des nucléosomes mais 
encore les marques d’histones associées et le recrutement de facteurs de transcription. 
 
La taille du promoteur CMV que nous avons analysé est de 567pb. Pour des questions 
techniques (efficacité de PCR, limitations lors des étapes de clonage et de séquençage) 
mais aussi de précision lors des analyses, nous avons scindé le promoteur en deux 
zones,  en utilisant deux couples d’oligonucléotides [Tableau 6] qui permettent 
d’amplifier la totalité de la région promotrice [Figure 28]. Le couple d’oligonucléotides 
CMV S1 permet d’amplifier les premiers ¾ du promoteur (446pb, de la position 25 à 
471, contenant 23 sites CpGs) tandis que le couple CMV S2 amplifie la dernière partie du  
promoteur (138pb, de la position 454 à 745, contenant 18 sites CpGs) et une partie 
intergénique présente entre la fin de la séquence du promoteur et le début du gène de la 
luciférase. 
Nous avons ainsi déterminé la méthylation du promoteur CMV en utilisant la technique 
de BCS et obtenu un profil de méthylation CpG par CpG [Figure 27] comme cela a été 
décrits dans la littérature (Si et al., 2010). 
Chapitre 4 – Mesurer l’inhibition des DNMTs 
 
84 
CMV (S2)CMV (S1)
Luc+
+1- 100- 200- 300- 400- 500- 600 -100-200-300-400-500-600
 
Figure 28. Méthylation du promoteur CMV. 
Résultat représentatif de la méthylation du promoteur CMV obtenu par BCS : une ligne représente un 
clone séquencé et chaque colonne représente un  site CpG. Chaque carré bleu correspond à un CpG 
non méthylé, et les carrés rouges aux CpG méthylés. La méthylation moyenne de l’ensemble du 
promoteur est de 45% (± 7%). Ce résultat est obtenu par assemblage des deux zones amplifiées par 
PCR (CMV S1 et CMV S2), puis analysées pour couvrir la totalité du promoteur. La courbe en noir 
représente le profil de méthylation obtenu à partir de 3 expériences indépendantes (± l’écart-type). 
 
Nous avons ensuite utilisé la technique de NOMeSeq afin de déterminer si, sous l’action 
de nos composés, une réexpression du gène de la luciferase est liée à une déméthylation 
de l’ADN associée à une ouverture de la chromatine.  
3.1.2. Mesure de l’occupation des nucleosomes et de la méthylation 
de l’ADN par séquençage (NOMeSeq) 
i. Principe du NOMeSeq (Nucleosome Occupancy and Methylome 
Sequencing) 
       Nous avons étudié l’interaction entre la méthylation de l’ADN et la position 
des nucléosomes afin de mieux comprendre les mécanismes d’action de nos molécules et 
les comparer à la 5azadC. Pour cela, j’ai mis en place la technique de NOMeSeq à travers 
l’encadrement de Tatiana Shorstova lors de son stage de M2R. 
Cette technique a été développée dans l’équipe de Peter Jones 1 qui explique que  
« cette méthode utilise d'abord le séquençage bisulfite de l'ADN et permet de capturer 
un instantané d'un promoteur particulier, ou d’une séquence enhancer, par exemple » 
(Source www.biotechniques.com). Elle est basée sur l’utilisation d’une méthyltransférase 
de cytosines spécifique des séquences GpC (M.CviPI) (Xu et al., 1998) et sur 
1. Van Andel Research Institute (VARI), Grand Rapids, Michigan, USA 
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l’innaccessibilité de l’ADN à cette enzyme en présence de nucléosomes. L’intérêt 
d’utiliser cette technique dans nos études, repose sur le fait qu’elle permet de 
déterminer à la fois la méthylation de l’ADN et la position des nucléosomes sur le même 
échantillon [Figure 29] (You et al., 2011 ; Kelly et al., 2012). 
        
CpG non-méthylé GpC non-méthylé GpC méthylé Facteur de Transcription
GpC
CpG
CpG
GpC + M.CviPI
CpG
CpG
CpG méthylé
GpC
CpG
147pb (Nucléosome) 147pb (Nucléosome) 147pb (Nucléosome)
 
Figure 29. Principe du NOMeSeq. 
Cette figure présente le principe du NOMeSeq schématisé : l’ADN est enroulé autour de trois 
nucléosomes représentés par les gros cercles violet, tandis que les 2 brins d’ADN sont repésentés 
l’un en beige, l’autre en vert. Les sphères bleues représentent des CpG méthylés et les sphères 
rouges les CpG non-méthylés. Les sphères blanches représentent des GpC. Lorsque les échantillons 
sont traités avec la methyltransférase M.CviPI, les GpC situés entre les nuclésomes sont accessibles 
et méthylés par l’enzyme. Ces GpC méthylés sont représentés schématiquement par les sphères 
noires. Finalement, les dernières étapes de conversion de l’ADN au bisulfite de sodium, de clonage et 
de séquençage permettent d’obtenir la séquence de la région étudiée. Sur cette séquence, la 
méthylation des CpG est représentée par les sphères bleues et rouges, et la position des 
nucléosomes par les sphères blanches et noires. 
 
Plusieurs étapes doivent être misent en œuvre. Tout d’abord, il est nécessaire de 
réaliser l’extraction de la chromatine qui est ensuite traitée avec l’enzyme M.CviPI suivie 
d’une purification de l’ADN. Une étape de conversion au bisulfite de sodium, de l’ADN 
ainsi préparé, permet de convertir les cytosines non-méthylés en uraciles alors que les 
cytosines méthylés ne sont pas modifiées. On réalise ensuite une amplification par PCR 
de la région que l’on souhaite étudier; les uraciles deviennent alors des thymidines 
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tandis que les cytosines méthylés restent des cytosines. Une dernière étape de clonage et 
de séquençage des produits de PCR permet l’analyse de la méthylation des sites GpCs et 
CpGs sur le même ADN. 
L’enzyme M.CviPI méthyle uniquement les GpCs "accessibles" et lorsque les GpCs ne sont 
pas méthylés par l’enzyme cela indique que la chromatine se trouve dans une 
conformation fermée due à la présence d’un nucléosome. Les sites GpCs sont souvent 
présents dans le génome ce qui rend cette technique très informative. De plus, les GpCs 
ne sont pas méthylés de façon endogène et n’empêchent donc pas d’analyser la 
méthylation endogène des CpGs. Ainsi, l’analyse des sites CpGs montre le profil de 
méthylation de l’ADN tandis que l’analyse des sites GpCs donne l’information concernant 
la position des nucléosomes. Cette méthode permet ainsi d’étudier en parallèle, deux 
composantes épigénétiques sur le même échantillon.  
ii. Protocole expérimental 
- Dosage de la Luciférase 
 
         Après traitement des cellules avec les composés à tester, l’induction du promoteur est 
mesurée par quantification de la luciférase sur 100µL de la suspension cellulaire à l’aide du 
réactif ONE-Glo™ Luciferase (Promega) selon le protocole du fournisseur. La luminescence est 
mesurée sur un lecteur de microplaques EnVision™ Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer). Les 
données sont exprimées en facteur d’induction (FI) calculé en fonction d’un échantillon contrôle 
de cellules non traitées (en présence de 0,01% de DMSO). 
 
- Extraction nucléaire et méthylation de la chromatine avec M.CviPI 
 
          L’extraction de la chromatine est réalisée à partir de culots de 2.106 cellules traitées avec 
les différents composés. Ces culots sont repris dans 1mL de tampon froid Nuclei buffer (Tris pH 
7,4 à 10mM, NaCI à 10mM, MgCI2 à 3mM, EDTA à 0,1mM, complémenté en inhibiteurs des 
protéases 1x) et incubés dans la glace pendant 10min. On ajoute 100µL d’une solution froide de 
NP-40 10% et après une homogénéisation par aspiration-refoulement la suspension cellulaire 
est centrifugée à 5000 rpm pendant 5min à 4°C. Après  centrifugation, le surnageant est éliminé 
et le culot est lavé 2 fois dans 1mL de tampon Nuclei buffer.  
Le culot obtenu est resuspendu dans 200µL du tampon M.CviPI 1x (New England Biolabs) 
complémenté en sucrose à 0,3M.  Chaque échantillon est divisé en deux auquel on ajoute 75µL 
d’une solution de réaction contenant le tampon M.CviPI 1x (New England Biolabs), le sucrose à 
0,3M, du SAM à 160μM (New England Biolabs). 100 unités de l’enzyme M.CviPI (New England 
Biolabs) sont ajoutés sur une moitié de chaque échantillon (M.CviPI+) tandis que 25µL d’eau sont 
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ajoutés sur l’autre moitié (M.CviPI-) de l’échantillon de départ. Tous les échantillons ainsi 
préparés sont incubés pendant 15min à 37°C. Pour finir, l’enzyme est inactivé par ajout de 200µL 
d’une solution Stop (Tris HCl pH 8 à 20nM, NaCI à 600mM, SDS à 1%, EDTA à 10mM) et incubés 
sur la nuit à 55°C en présence de 0,2 µg/µL de Protéinase K (Qiagen).  
 
- Purification de l’ADN chromatinien 
 
          L’ADN est purifié par addition d’un volume (400µL) d’une solution de 
phénol/chloroforme/alcool isoamyl (Sigma-Aldrich) suivi d’une centrifugation de 10min à 
20000g. Cette étape permet de précipiter les protéines dénaturées. La phase aqueuse est 
récupérée et l’ADN est précipité par ajout 2 volumes (800µL) d’éthanol absolu, 5µL de glycogène 
à 5mg/mL (Ambion® by Life technologies) et 160µL d’acétate de sodium à 0,3M (Sigma). Cette 
suspension est centrifugée à 4°C à 20 000g pendant 30min. Le surnageant est éliminé et le culot 
lavé dans 2 volumes d’éthanol à 70%. Une dernière centrifugation à 4°C à 20 000g pendant 
30min permet d’obtenir les culots d’ADN qui sont séchés à température ambiante avant d’être 
remis en solution dans 50µL d’eau RNAse/DNase free (Qiagen). Les échantillons sont ensuite 
dosés à l’aide d’un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) et peuvent être stockés à -20°C. 
 
- Conversion au bisulfite de sodium 
 
           L’étape de conversion au bisulfite de sodium est réalisée sur 1µg d’ADN à l’aide du kit EZ 
DNA methylation Gold Kit (Zymo) suivant les recommandations du fournisseur. Les échantillons 
sont élués dans 12µL d’eau RNAse/DNase free (Qiagen). 
- Amplification du promoteur CMV par PCR à partir de l’ADN bisulfité 
 
           Comme nous l’avons décrit précédemment (§ 3.1.1, page 78) le promoteur est scindé en 
deux zones qui sont amplifiées séparément. Le mélange réactionnel est préparé à l’aide du kit 
KAPA2G Robust HotStart (KAPA BIOSYSTEMS) selon le protocole du fabricant. Nous utilisons 
dans nos expériences 100ng de l’ADN bisulfité,  1U de la Taq polymérase KAPA2G 
(KAPA2GTMRobust HotStart), le tampon A KAPA2G 1x, la solution Enhancer 1x, 0,5mM de MgCI2, 
0,2mM de dNTPs et 0,1µM des couples d’oligonucléotides CMV S1 et CMV S2 [Tableau 6] dans un 
volume final de 25µL. Chaque PCR est réalisée à l’aide d’un thermocycleur C1000 TouchTM 
Thermal Cycler (BioRad) suivant une étape initiale de dénaturation de 3min à 95°C, puis 40 
cycles de 20sec de dénaturation à 95°C, 30sec d’hybridation à 55°C et 30sec d’élongation à 72°C, 
suivie d’une dernière étape d’élongation de 1min à 72°C. Les amplicons ainsi obtenus sont  
analysés par électrophorèse sur un gel de 2% agarose dans du tampon TBE 1x (Tris-Borate-
EDTA).  
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- Clonage, séquençage et analyse des données 
 
La région du promoteur CMV est amplifiée par PCR et 100 à 200 ng de chaque amplicon 
sont clonés comme décrit précédemment (Chapitre 4, § 2.3.1). 
Une PCR d’amplification est ensuite réalisée à partir de 1μL d’une suspension bactérienne avec 
1U de polymérase d’ADN TaqKAPA2G (KAPA2GTMRobust HotStart) dans le tampon KAPA2G B 1x 
fourni, additionné d’une solution Enhancer 1x, de 2,5mM de MgCl2, 200µM de dNTP, et 320nM 
d’oligonucleotides M13 sens (GTAAAACGACGGCCAG) et anti-sens (CAGGAAACAGCTATGAC) 
dans un volume final de 20μL. Les étapes d’amplification et de séquençage sont les mêmes que 
décrites précédemment (Chapitre 4, § 2.3.1). 
Pour réaliser les analyses des données du NOMe-Seq, nous avons utilisé le logiciel Bisulfite 
Sequencing Methylation Analysis (BISMA) pour la méthylation des sites CpGs et le logiciel 
Methyl Viewer (Pardo et al., 2011) (http://dna.leeds.ac.uk/methylviewer) pour l’analyse de la 
méthylation des sites GpCs. Nous avons ainsi déterminé la méthylation des sites CpG, 
l’accessibilté de la chromatine et la position des nucléosomes sur notre séquence d’intérêt. 
3.2. Modifications des marques d’histones et recrutement 
des facteurs de transcription  
3.2.1. Approche expérimentale sur le modèle CMV-Luc 
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la méthylation de l’ADN, les 
modifications des histones et le positionnement des nucléosomes contrôlent ensemble 
l’expression et l’extinction des gènes (Du et al., 2015). C’est pourquoi, afin de 
caractériser le mécanisme d’action de nos inhibiteurs de DNMT nous avons analysé dans 
un premier temps leurs effets sur la déméthylation de l’ADN et la conformation de la 
chromatine, en relation avec l’expression génique. Nous avons ensuite étudié les 
conséquences sur les modifications des histones et sur le recrutement des facteurs de 
transcription. Pour faire cela, nous avons choisi d’étudier le système CMV-Luc. 
Dans notre cas nous avons analysé la modification des marques d’histones H3K4me3 
(marque activatrice), H3K9me3 et H3K27me3 (marques inhibitrices) mais aussi des 
facteurs de transcription SP1, NF-κB et CREB dont les séquences de fixation sont 
présentes sur la région promotrice CMV, comme représenté sur la [Figure 30]. 
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CMV (P1):
SP1 x2
CREB x1
CMV (P2)
CREB x1
NF-κB x1
SP1 x1
CMV (P3):
NF-κB x1
CREB x1
CMV (P4):
NF-κB x1
SP1 x2
CREB x1
 
Figure 30. Localisation des facteurs de transcription sur la séquence promotrice CMV. 
Les séquences de reconnaissance des facteurs de transcription sont représentées en vert pour SP1, 
en rose pour NF-κB et en bleu pour CREB. Les flêches positionnées sur les séquences en italiques 
correspondent aux zones d’hybridation des oligonucléotides utilisés pour les qPCR réalisées sur les 
échantillons de chromatine immunoprécipitée. 
 
Nous avons donc fini de caractériser nos inhibiteurs de DNMT en vérifiant que la 
déméthylation du promoteur CMV, associée à la ré-expression du gène de la luciferase, 
est bien corrélée à une modification des marques d’histones et un recrutement de 
certains facteurs de transcription. Pour cela nous avons utilisé notre modèle CMV-Luc 
pour analyser l’interaction de ces protéines sur différentes zones de la séquence 
promotrice de CMV [Figure 31].  
Ces zones sont amplifiées à l’aide des couples d’oligonucléotides CMV (P1), CMV (P2), 
CMV (P3), CMV (P4), Luc+ (P5) et Luc+ (P6) [Tableau 6]. 
20
40
Cp
G
m
et
hy
la
tio
n
(%
)
CMV (P1)
- 606 à - 501
CMV (P2)
- 431 à - 320
CMV (P3)
- 298 à - 189
CMV (P4)
- 183 à - 95
1 5 10 15 20 25 30 35 40
CpG sites (●)
0
60
80
+1- 100- 200- 300- 400- 500
DNA position (pb)
- 600
Luc +
(P5)   &   (P6)
+226 à +369 & +1309 à +1404
NFkB CREB SP1
100
Cp
G
m
et
hy
la
tio
n
(%
)
 
Figure 31. Profil de méthylation du promoteur CMV, positions des facteurs de transcription et 
des séquences analysées par ChIP-qPCR 
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3.2.2. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
i. Principe général de la ChIP 
L’immunoprécipitation de la chromatine est une technique qui permet d’analyser 
des interactions qui ont lieu dans le noyau de la cellule entre l’ADN et des protéines 
particulières (comme les facteurs de transcription et les histones).  On utilise pour cela 
un anticorps spécifique dirigé contre une protéine d’intérêt présumée liée à l'ADN. La 
première étape consiste en un pontage covalent de l’ADN et des protéines par utilisation 
de formaldéhyde. Les cellules sont lysées et la fraction nucléaire est fragmentée par 
sonication jusqu’à l’obtention de fragments d’ADN allant de 0,2 à 1 kb. Les fragments 
sont ensuite incubés avec les anticorps spécifiques des protéines que l’on souhaite 
étudier, puis les complexes anticorps-protéines-ADN sont immunoprécipités à l’aide de 
billes d’agarose couplées à des protéines A et G recombinantes capables de reconnaître 
les IgG. La quantité des fragments d'ADN immunoprécipités est ensuite analysée par 
qPCR en utilisant des amorces spécifiques de chaque région d’intérêt.  
ii. Protocole expérimental 
- Mise au point de la sonication 
 
L’obtention des fragments d’ADN à la taille souhaitée, entre 100 et 300 pb, a nécessité 
une mise au point de l’étape de lyse cellulaire et de l’étape de sonication [Figure 32].  
Les premiers essais ont été réalisés sur 2.106 cellules selon le protocole utilisant un seul tampon 
de lyse/sonication ne contenant pas de SDS (150mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 7.8, 5mM EDTA 
pH 8, 0,5% NP-40, 1% Triton X-100) et selon un cycle de sonication 15sec ON / 2 min OFF, 
répété 4, 6 ou 8 fois dans un volume final de tampon de 200µL (Nelson et al., 2006). La 
sonication a été réalisée à l’aide d’un BioruptorTM-UCD-200 (Diagenode). A ce stade, une analyse 
sur gel d’agarose 2% a montré une absence de fragmentation de  l’ADN [Figure 32-A]. Le cycle de 
sonication a donc été modifié comme suit : 30sec ON / 30sec OFF, répété 5, 10, 15, 20, 25 ou 30 
fois mais la vérification sur gel n’a pas permis de révéler de fragmentation de l’ADN dans ces 
conditions [Figure 32-B]. 
Le tampon de lyse/sonication a été remplacé par un tampon de lyse 50mM Hepes-KOH pH 7.5, 
140mM NaCl, 1mM EDTA, 10% Glycérol, 0,5% NP-40 et 0,25% Triton X100 et un tampon de 
sonication avec 0,1% de SDS (150mM NaCl, 50mM Tris pH 8, 10mM EDTA, 0,95% NP-40, 0,1% 
Na-DOC). La sonication s’est déroulée dans 500 µL présence d’un cocktail d’inhibiteurs de 
protéases (Sigma-Aldrich) avec 5, 10, 15, 20, 25 ou 30 cycles 30sec ON / 30 sec OFF. L’analyse 
3. Caractérisations de nouveaux inhibiteurs de DNMTs 
 
91 
sur gel a révélé une bande située entre 300 et 400 pb pouvant se justifier par un manque de 
pureté de l’échantillon déposé sur le gel [Figure 32-C].  
La même expérience a été réalisée en rajoutant un traitement avec 0,2 µg/µL de Protéinase K à 
pendant 1h à 55°C avant la vérification des fragments. La bande à 300-400 pb étant toujours 
présente [Figure 32-D], l’expérience a été réalisée sur 10.106 cellules en soniquant 1,3mL de 
lysat dans des tubes Falcon 15mL en polystyrène avec une sonde à sonication immergée dans le 
lysat et une dernière étape de purification sur gel 1% Chelex-100  (Bio-Rad) a été rajoutée. Dans 
ces conditions, l’analyse sur gel révéle la présence de fragments d’ADN compris entre 100 et 300 
pb, lorsque la durée de sonication est supérieure à 2min [Figure 32-E et F].  
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Figure 32. Sonication de la chromatine. 
L’ADN est séparé par migration à travers un gel d’agarose 2% et révélé par autofluorescence sous 
UV, à l’aide d’un colorant de l’ADN, le GelRed contenu dans le gel. Plusieurs étapes ont dû être 
optimisées afin d’obtenir des fragments entre 100 et 300 pb : cycles de sonication (A, B), tampon de 
sonication (C), traitement à la Protéinase K (D), quantité de cellules, volume de sonication et 
purification sur Chelex-100 (E, F). Les chiffres au-dessus des gels indiquent les temps de sonication. 
Un marqueur permettant de déterminer la taille des fragments préparés, est déposé sur la droite de 
chaque gel. 
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- Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
 
Pour chaque condition de traitement, 10.106 cellules sont pontées dans un volume final de 30mL 
avec du formaldéhyde 1% puis lysées et soniquées 10 cycles 30sec ON / 30sec OFF afin de 
générer des fragments d’ADN de 100 à 300 pb, suivant les conditions optimisées décrites ci-
dessus. Les immunoprécipitations sont réalisées avec 50µL de billes d’agarose Protéine A/G 
(Thermo Fisher Scientific) ajoutés par échantillon en présence d’anticorps polyclonaux ChIP-
grade spécifiques de H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3, NF-κB, CREB, SP1 et RNA Pol.II. Un 
anticorps contrôle dirigé contre les IgG de lapin [Tableau 7] est également utilisé. La chromatine 
immunoprécipitée est séparée des billes dans 220µL de Tampon d’Elution (50mM Tris pH 8, 
1mM EDTA, 1% SDS) par un traitement thermique de 15min à 65°C avant d’être dénaturée par 
ajout de 55µL d’une solution de NaCl 1M (200µM final) pendant 16 heures à 65°C. L’ADN ainsi 
récupéré subit  enfin un traitement de 45 min à 37°C avec 1 µg/µL de RNAse A (Qiagen) puis 
0,2µg/µL de Protéinase K (Qiagen) pendant 90min à 55°C avant d’être purifié par  une extraction 
phénol-chloroforme. Les culots sont finalement remis en solution dans 50µL d’H2O nuclease-
free. 
Nom Espèce C° (µg/µL) Quantité/IP Volume/IP (µL) Fournisseur Référence 
H3K4Me3 Lapin 1 2 Diagenode C15410003 
H3K9Me3 Lapin 2,7 0,74 Diagenode C15410193 
H3K27Me3 Lapin 1,9 1,05 Diagenode C15410195 
NF-κB p65 Lapin - 5 Active Motif 39369 
SP1 Lapin 0,512 3,9 Active Motif 39059 
CREB Lapin 1 2 Abcam ab31387 
IgG Lapin Lapin 5 0,4 Abcam ab37415 
RNA Pol II Souris 1 
2 µg 
2 Millipore 05-623-Z 
Tableau 7. Anticorps utilisés dans les expériences de ChIP. 
- Mise au point de la qPCR 
 
Pour analyser l’état de la chromatine au niveau du promoteur CMV après 
immunoprécipitation, plusieurs qPCR ont été réalisées afin de couvrir l’ensemble du promoteur 
et des sites de fixation NF-κB, CREB et SP1. Des couples d’amorces ont aussi été utilisés pour 
vérifier la fixation de la RNA Pol II sur le gène de la luciférase.  Au total, deux couples ont été 
testés sur le gène de la luciférase, cinq couples sur la séquence du promoteur CMV. Suite à 
l’analyse des courbes de fusion obtenues pour chaque couple d’amorces, un couple 
d’oligonucléotides sur le promoteur CMV a été exclu de l’étude en raison d’un manque de 
spécificité [Figure 33]. 
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Les qPCR sont réalisées dans les conditions suivantes : 0,8µM de chaque amorce sont préparés 
dans 6µL de SYBR Premix ExTaq (Takara) et mélangés avec 6µL d’ADN préalablement dilué au 
tiers. L’amplification de l’ADN est réalisée dans les conditions suivantes : 30sec à 95°C suivis de 
40 cycles de 5sec à 95°C et 30sec à 60°C. La spécificité de chaque réaction de qPCR est vérifiée 
par analyse des courbes de fusion pour chaque couple d’oligonucléotide utilisé selon le 
programme suivant : 15sec à 95°C et 15sec à 65°C puis un gradient de 0,5°C toutes les 10sec 
jusqu’à 95°C. 
 
A B C D
E F G
CMV (P1) CMV (P2) CMV (P3) CMV (P4)
Luc+ (P5) Luc+ (P6) CMV (P)
Double pics : couple éliminé
 
Figure 33. Spécificité des couples d’oligonucléotides utilisés dans nos expériences de ChIP. 
Courbes de fusion réalisées à partir des amplicons obtenus par qPCR, avec les couples 
d’oligonucléotides destinés à nos expériences de ChiP. Les courbes A à D sont réalisées à partir des 
amplicons obtenus avec les couples permettant d’amplifier quatre règions sur la séquence du 
promoteur CMV. Les courbes E et F sont réalisées à partir d’amplicons obtenus avec deux couples 
positionnés sur deux régions de la séquence du gène de la luciférase Firefly (Luc+). Le couple 
correspondant à la courbe G n’a pas été utiisé dans nos expériences compte tenu de sa non-
spécificité. 
Les résultats de qPCR sont exprimés en Fold Enrichment (FE). La méthode de calcul 
utilisée est une méthode classique en qPCR, dite de ΔΔCt, qui permet ici de mettre en évidence 
un enrichissement des marques d’histones et des facteurs de transcription, immunoprécipités à 
partir d’un échantillon traité (TT) par rapport à un échantillon contrôle non traité (NT). La 
valeur de bruit de fond obtenue avec le contrôle isotypique (IgG) est soustraite pour chaque 
échantillon analysé. 
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Chapitre 5 – Caractérisation de nouveaux 
inhibiteurs de DNMTs  
 
Au cours de cette thèse, j’ai étudié plusieurs familles d’inhibiteurs de DNMT. J’ai 
réalisé ce travail en collaboration étroite avec les chimistes en charge de la modulation 
chimique des molécules. Les composés que nous étudions ont été identifié soit lors de 
criblages, soit par une approche rationelle. J’ai participé ainsi à l’optimisation de 
plusieurs séries. Une série issue de la modulation de l’inhibiteur connu SGI-1027 et la 
première série identifiée lors du criblage ont été publié sous forme d’article (Rilova et 
al., 2014 ; Erdmann et al., 2015a, Annexes 2 et 3) et une deuxième série spécifique de 
l’ihnibition de DNMT3A est soumise à Future Medicinal Chemistry (Erdmann et al., 
2015b, Annexe 4). Une autre série que j’ai identifié en particulier fait l’objet de deux 
demandes de brevet (Menon et al., EP15306556.0 ; Menon et al., EP15306555.2).  
Enfin, la majeure partie de ce travail de thèse a été consacrée à étudier les propriétés 
pharmacologiques, dans des cellules cancéreuses, de deux familles d’inhibiteurs. La 
première est constituée de composés de type 3-chloro-3-nitroflavanone (Menon et al., 
soumis pour publication), identifiés lors du criblage d’une banque de flavonoides 
constituée par le Dr. D. Dauzonne à l’Institut Curie (Ceccaldi et al., 2011). La deuxième 
vient d’une approche rationnelle développée par le Dr. L. Halby au cours de sa thèse 
dont le sujet portait sur la conception et la synthèse de nouveaux inhibiteurs de DNMT 
(Halby et al., en préparation). 
1. Inhibiteurs de type flavanones 
1.1. Contexte de l’étude 
Initialement, ces composés ont été mis en évidence par le criblage d’une 
chimiothèque de flavonoïdes (Ceccaldi et al. 2011). Ils ont été choisis pour leur 
proximité structurelle avec la génistéine, décrite comme inhibiteur cellulaire de DNMT 
(Fang et al. 2005). Ces composés ont également montré un effet in vivo en induisant des 
malformations sur des embryons de poissons-zèbres, ce qui est caractéristique de 
l’inhibition de la méthylation de l’ADN (Martin et al. 1999). 
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Lors de ce criblage, la 3-chloro-3-nitroflavanone 69 était le composé le plus puissant 
identifié contre le complexe catalytique murin Dnmt3A/3L. 
Les travaux réalisés dans notre équipe par Christina Gros au cours de sa thèse ont 
montré que cette flavanone 69 induisait une réexpression de la Luciférase dans notre 
système rapporteur, après 24h d’incubation à 10µM (FI = 3,4 ± 0,3).  Ses travaux ont 
également mis en évidence un différentiel d’activité in vitro entre ses énantiomères et le 
mélange racémique. Nous avons donc réalisé la suite des travaux avec l’énantiomère le 
plus actif identifié comme le composé 1 (69(2S, 3R)) (Cf article : chapitre 5 § 1.2, Figure 
1 et Supplementary Figure 1). 
Cependant, l’instabilité de cette molécule dans les tampons d’études biologiques et la 
difficultée de reproductibilté de certains résultats cellulaires ont conduit notre équipe 
en collaboration avec le Dr D. Dauzonne à synthétiser de nouveaux dérivés. Le composé 
3, dérivé du composé 1(69) substitué en 3’ sur le cycle B par un groupement méthoxy a 
ainsi été obtenu (Cf article : chapitre 5 § 1.2, Figure 3). Cette modification chimique a 
permi de stabiliser la molécule (76% de composé 3 restant après 2h d’incubation dans le 
tampon de méthylation contre 50% pour le composé 1) et d’augmenter l’activité avec 
une IC50 sur Dnmt3A/3L de 0,7µM ± 0,2µM contre une IC50  de 2,6µM ± 0,7µM avec le 
composé 1.  Ce composé 3 est ainsi l’une des molécules les plus actives in vitro de la 
série des 3-chloro-3-nitroflavanones mais aussi parmi toutes les molécules étudiées au 
laboratoire. 
Comme pour le composé 1, une séparation sur colonne chirale des deux énantiomères 
du composé 3 a été entreprise mais elle s’est avérée impossible. Nous avons donc 
continué nos études sur le mélange racémique du composé 3. 
 
Nous nous sommes intéressés à l’effet de cette molécule sur la méthylation du 
promoteur CMV mais aussi sur la méthylation des ilôts CpGs de promoteurs endogènes 
dans différentes lignées cancéreuses. Nous avons étudiés en particulier la déméthylation 
et la ré-expression des gènes suite à des traitements prolongés dans le temps (de 
plusieurs jours à plusieurs semaines) mais également aux modifications de la 
chromatine. Cette étude est décrite dans l’article ci-dessous. 
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1.2. Publication 
 
Epigenetic profiling of flavonoid inhibitors of DNA methyltransferases 
in cancer cells 
Yoann Menon, Arnaud Carrier, Veronique Masson, Christina Gros, Yannick Aussaguès, Fanny 
Assemat, Tatiana Shorstova, Marianne Spruijt, Elisa Redl, Gerda Egger, Natacha Novosad, Florence 
Busato, Jörg Tost, Dominique Guianvarc’h, Fréderic Ausseil, Nicolas Molinier, Christophe Long, 
Daniel Dauzonne, Paola B. Arimondo 
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1.3. Remarques complémentaires 
1.3.1. Méthylation spécifique et méthylation globale 
Comme nous l’avons décrit dans nos travaux (Chapitre 5 § 1.2, Menon et al., 
soumis pour publication) à travers l’analyse de plusieurs promoteurs de gènes 
spécifiques (Figure 3 et Supplementary Figure 3) et une analyse du méthylome (Figure 
6), il existe une différence dans l’action déméthylante de la 5azadC et de notre composé 
3. 
Ces données montrent, au niveau des gènes, une déméthylation spécifique des 
séquences promotrices et du premier exon (80% à 90% selon les temps de traitement) 
avec le composé 3 (Figure 6b). Cette même analyse, avec la 5azadC, montre clairement 
une déméthylation plus marquée dans le corps des gènes (35% à 40% selon les temps 
de traitement) (Figure 6c). Par ailleurs, l’analyse de la répartition de la déméthylation  
au niveau du génome avec ces deux inhibiteurs, montre une déméthylation spécifique 
des ilôts CpG et de leur voisinage (90%) avec le composé 3 (Figure 6b) tandis que la 
déméthylation observée avec la 5azadC est moins importante sur ces régions (60%) 
(Figure 6c). 
Dans le but de compléter ces résultats, une analyse complémentaire de la méthylation 
globale a été réalisée par LC/MS-MS (Supplementary Figure 5). Celle-ci montre une 
légère déméthylation avec le composé 3 (10%) alors que l’effet avec la 5azadC est 
beaucoup plus marqué (50%). Ce résultat obtenu par une mesure physico-chimique 
confirme l’analyse faite à partir des résultats de méthylome. Nous avons enfin utilisé la 
méthode dite du COBRA pour analyser la méthylation des séquences répétées 
correspondants aux Longs éléments nucléaires intercalés (LINE), comme cela a été 
décrit dans la littérature (Yang et al., 2004). Cette analyse révèle également, avec la 
5azadC, une déméthylation de ces séquences LINE réparties dans tout le génome, ce qui 
n’est pas le cas avec le composé 3. 
La différence du mode d’action, pouvant expliquer ces résultats ainsi observés entre nos 
inhibiteurs catalytiques et la 5azadC, est discutée au Chapitre 6.  
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1.3.2. Modèle KG1 CMV-Luc et cinétique de traitement 
Dans un premier temps, ce modèle nous a permis par une mesure directe de la 
luminescence, de réaliser un criblage, afin d’identifier facilement des molécules capables 
d’induire une expression du gène rapporteur utilisé (la luciférase) (Chapitre 4 § 1.2). 
Lorsque cela était positif l’état de méthylation du promoteur CMV pouvait ensuite être 
mesuré à l’aide de la technique du BCS.  
Dans nos premières expériences nous avons ainsi utilisé ce modèle en nous basant sur le 
protocole de criblage, dans lequel les cellules sont traitées durant 24h avec les différents 
composés à tester (Figure 4 et Supplementary Figure 8). Dans ce cas, nous obtenons de 
manière générale avec nos inhibiteurs catalytiques une induction de la luminescence 
pour des doses comprises entre 3.2µM et 10µM (voir pour exemples Chapitre 5 § 2.2, 
Halby et al., en préparation Table 4 ;  Rilova et al., 2014, Table 2 et Erdmann et al., 2015b 
Table 4, Annexes 2 et 4). Cependant, ces doses sont supérieures aux doses cytotoxiques 
déterminées pour ces composés à l’aide d’un protocole classique, basé sur trois jours de 
traitement (Barret et al., 2002). 
Dans le but d’évaluer les effets épigénétiques de nos composés à l’aide du modèle KG1 
CMV-Luc, nous avons donc entrepris une démarche consistant à diminuer les doses 
utilisées en augmentant le temps de traitement jusqu’à trois jours. Nous avons, de cette 
manière, optimisé le protocole d’utilisation de notre modèle KG1 CMV-Luc 
(Supplementary Figure 6). 
Cette approche nous a finalement permis d’utiliser pleinement ce modèle et de 
caractériser ainsi directement nos composés. Nous avons donc réalisé ceci en étudiant 
en parallèle, leur effet sur la ré-expression d’un gène, la méthylation et l’organisation de 
la chromatine, au niveau de la séquence promotrice contrôlant l’expression de ce gène 
(Figures 4 et 5 et Supplementary Figures  6, 7 et 8). 
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2. Inhibiteurs de type bi-substrats 
2.1. Contexte de l’étude 
La question récurrente concernant les inhibiteurs de DNMT est leur mode 
d’action. Ces molécules peuvent agir soit comme inhibiteurs compétitif du cofacteur de 
l’enzyme (SAM), du substrat, des deux, ou encore par interaction avec l’ADN, comme 
peut le faire la procainamide ou les dérivés acridines (Chuang et al., 2005; Hossain et al., 
2013). 
Dans le cadre de sa thèse de doctorat dans notre équipe, Ludovic Halby a conçu et 
synthétisé de nouveaux inhibiteurs des DNMT basés sur des molécules dites bi-
substrats. Ces molécules possédent à la fois un groupement mimant l’adénosine du SAM 
et un groupement se positionnant dans la poche cytidine des DNMTs.  La liaison de ces 
deux groupements devant aboutir à un inhibiteur puissant qui se positionnerait dans 
chacune des poches des deux substrats de l’enzyme (Chapitre 5 §2.2, Halby et al., en 
préparation, Figure 1).   
Le but de ce projet était donc de réaliser une  étude de SAR en vue d’obtenir des 
inhibiteurs ayant une très forte affinité pour l’enzyme. Cette étude de SAR a été réalisée 
en évaluant la capacité des composés synthétisés à inhiber l’activité de la DNMT3A in-
vitro. 
Les 3 composés les plus actifs sur l’enzyme ont ainsi été sélectionnés et leur capacité 
déméthylante a été évaluée au niveau cellulaire. L’effet des molécules a été analysé en 
particulier sur la méthylation de CDKN2A dans la lignée HCT116 de cancer colorectal et 
sur le promoteur CMV dans le modèle KG1 CMV-Luc. 
Finalement, comme pour le composé 3-chloro-3-nitroflavone une analyse de l’effet de 
ces molécules sur l’ouverture de la chromatine a également été réalisée.  Tout ce travail 
est décrit dans la publication ci-dessous. 
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Depuis deux décennies, les données scientifiques dans le domaine de 
l’épigénétique et l’intérêt pour cette discipline sont en pleine expansion [Figure 34]. En 
effet, cette discipline couplée aux progrès technologiques, apporte aujourd’hui, la 
possibilité de décrypter le fonctionnement du génome en tenant compte de l’influence 
de l’environnement. 
Comme nous l’avons vu, l’épigénétique se définit comme l’étude de l’ensemble des 
marques apposées sur le génome, orchestrant une organisation du patrimoine génétique 
en domaines actifs et non actifs, permettant ainsi une sélection et une lecture dirigée de 
l’information génétique. Ces marques ont comme propriété d’être à la fois stables et 
héritables au cours des divisions cellulaires, mais aussi modifiables et/ou réversibles en 
fonction de l’environnement et ainsi d’avoir des conséquences, à plus ou moins long 
terme. C’est à ce caractère réversible que nous nous sommes intéressés. 
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Figure 34. Utilisation du terme "épigénétique" dans les titres des publications scientifiques. 
Représentation graphique de la fréquence d’utilisation du terme "épigénétique" au cours des 40 
dernières années. Source Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). 
L’objectif principal de cette thèse était de mettre en évidence au niveau cellulaire, 
l’activité déméthylante de nouveaux inhibiteurs non-nucléosidiques que nous 
développons au laboratoire, associée à une ré-expression des gènes. Ce travail consistait 
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également à caractériser le mode d’action de ces nouveaux inhibiteurs de la méthylation 
de l’ADN.  
Pour cela, nous avons utilisé une méthodologie basée sur des tests enzymatiques, 
déjà en place au laboratoire, qui nous permettent de mesurer l’activité de nos molécules. 
Mon travail a consisté, dans un premier temps, à valider dans un environnement 
cellulaire ces activités mesurées in-vitro. Cela a été entrepris à la fois dans des lignées de 
cancers hématopoiétiques mais aussi dans une lignée de cancer colorectal. Nous avons 
fait le choix d’utiliser cette dernière lignée car elle est abondamment décrite (Sandoval 
et al., 2011), mais aussi pour sa sensibilité de réponse à l’inhibition des DNMTs (Baylin 
and Ohm, 2006 ; Link et al., 2013 ; Ahmed et al., 2013 ; Subramaniam et al., 2014 ;  
Gaddis et al., 2015 ; Lay et al., 2015). 
Nous avons en particulier analysé les effets de ces molécules dans le temps, jusqu’à 
plusieurs semaines de traitement. En effet, un phénomène de mémoire a été décrit 
comme étant caractéristique d’une reprogrammation épigénétique des cellules 
cancéreuses, et expliquerait l’effet retardé observé chez les patients (Oki et al., 2008) 
 
Nous nous sommes ainsi intéressés à plusieurs séries chimiques de petites 
molécules (Rilova et al., 2014 ; Erdmann et al., 2015a ; Erdmann et al., 2015b, Annexes 2, 
3 et 4), qui ne sont pas des analogues de nucléoside. Parmi les composés étudiés, une 
activité déméthylante au niveau cellulaire a été mise en évidence pour deux séries 
chimiques. 
 
La première série de flavonoides identifiée lors d’un criblage enzymatique du 
complexe Dnmt3A/3L (Ceccaldi et al., 2011), a fait l’objet d’optimisations chimiques qui 
ont permis une stabilisation, dans les tampons biologiques, d’une 3-chloro-3-
nitroflavanone, que nous avons appellé composé 3. Ces améliorations ont été 
essentielles dans la révélation de l’activité cellulaire de cette série chimique (Menon et 
al., soumis pour publication). Nous avons alors entrepris de caractériser le profil 
épigénétique de ce composé et de le comparer à la 5azadC, le composé de référence 
utilisé en clinique.  
Les résultats que nous avons obtenu montrent que ce composé 3 est capable de 
déméthyler des promoteurs de gènes tels que HOXA7 et SERPINB1 dans les cellules de 
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cancer prostatique LNCaP, mais également CDKN2B dans les lignées de cancer 
hématopoiétiques KG1 et Karpas 299, et CDKN2A dans la lignée de cancer colorectal 
HCT116. Dans cette dernière lignée nous avons également montré que cette 
déméthylation pouvait s’accompagner de la ré-expression du gène : faiblement 
après 3 jours de traitements et une déméthylation de 20%, puis plus fortement après 7 
jours de traitements où la déméthylation est aussi plus marquée (près de 50%). 
Cependant lorsque l’on poursuit le traitement jusqu’à 3 semaines, la déméthylation 
diminue et le gène n’est plus ré-exprimé. Dans les mêmes conditions, la 5azadC entraine 
une déméthylation deux fois plus importante, mais étonnamment  la ré-expression de 
CDKN2A n’est également observée qu’après 7 jours de traitements et perdue après 3 
semaines. Ces résultats se rapprochent néanmoins des résultats présentés par Suzuki et 
al., en 2004 et Tsai et al., en 2012.  
Les techniques que nous avons utilisées au laboratoire (BCS, MSP, COBRA) sont 
longues et ne permettent d’analyser la méthylation que d’un seul promoteur à la fois. 
C’est pourquoi, une analyse du méthylome a également été réalisée sur ces échantillons 
de cellules HCT116 traitées avec le composé 3 pendant 3, 7 et 21 jours. Une centaine de 
gènes potentiellement déméthylés a ainsi pu être identifiée. 
Une analyse de ces gènes à l’aide de l’outil Ingenuity Pathway Analysis nous a permis de 
regrouper certains d’entre eux dans des fonctions biologiques critiques telles que le 
développement, la régulation du cycle cellulaire et de la prolifération, ou encore la 
mort cellulaire. Les résultats que nous avons obtenus montrent que la déméthylation 
des gènes qui constituent certaines de ces fonctions est maintenue jusqu'au jour 
21. C’est le cas notament pour des gènes associés au cycle cellulaire et à la prolifération 
qui sont déméthylés dès 3 jours de traitement et aussi après 7 jours et 21 jours.  La 
déméthylation de gènes associés à la mort cellulaire est observée seulement après 7 
jours et maintenue jusqu'au jour 21. Certains de ces gènes déméthylés par les 
traitements avec le composé 3 sont des gènes suppresseurs de tumeurs tels que APC2, 
LET-7, BST1 (alias CD38) ou CCNY (alias CDK16). D’autres gènes sont impliqués dans le 
remodelage de la chromatine ou la stabilité du génome comme FOXO1, PRDMs et 
TELO2. En outre, certains gènes sont impliqués dans la différenciation comme les gènes 
de la famille SOX. Potentiellement certains de ces gènes peuvent être ré-exprimés en 
réponse au traitement et participer à la mort des cellules cancéreuses ou à leur 
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différenciation. A ce stade de nos investigations il serait intéressant d’analyser la ré-
expression de ces gènes ou de réaliser une analyse de transcriptomique par exemple, ce 
qui permettrait d’étudier les conséquences de ces ré-expreesions sur un phénotype 
cancéreux. 
Par ailleurs, l’analyse des données de méthylome, obtenues suite aux traitements avec le 
composé 3, montrent une répartition des CpGs déméthylés,  principalement dans 
les ilôts CpG et en particulier dans les régions TSS1500 et 5'UTR des gènes. Ce résultat 
est différent de celui obtenu après un traitement par la 5AzadC, qui entraine une 
déméthylation principalement observée dans le corps des gènes (Yang et al., 2014). 
De plus, contrairement à la 5azadC, le composé 3 n’entraine pas de déméthylation des 
séquences répétées de type LINE-1 (données non présentées). Ce résultat est très 
encourageant car nous décrivons pour la première fois des effets à long terme et la 
spécificité de cibles potentielles de cette classe d'inhibiteurs de DNMT non 
nucléosidiques, par rapport à la 5azadC et à son mode d’action lié à son intégration 
dans l’ADN. Des travaux d’optimisation chimique de ces molécules sont toujours en 
cours dans le but d’augmenter, encore plus, les propriétés de stabilité dans les milieux 
de culture et continuer à améliorer leurs effets cellulaires.  
 
 Nous nous sommes également intéressés à une deuxième famille de molécules 
de type bi-substrats (Halby et al., en préparation) pour laquelle une SAR détaillée a été 
réalisée. Nous nous sommes aidés pour cela des activités obtenues in-vitro. Les résultats 
obtenus dans notre équipe montrent que ce type de molécules, constituées d’un noyau 
cytosine d’une part et d’un analogue d’adénine d’autre part, est capable d’inhiber les 
DNMTs. Certains composés présentent, en outre, une inhibition spécifique de 
DNMT3A. Parmi tous les composés synthétisés par le Dr. Ludovic Halby, l’activité des 
composés 4, 67 et 69 a été évaluée au niveau cellulaire. Comme avec les flavanones, ces 
composés de type bi-subsrat présentent une activité déméthylante moins importante 
que celle obtenue en réponse à des traitements avec la 5azadC. Ceci est lié au fait 
que ces molécules agissent par déméthylation passive en inhibant le maintien de la 
méthylation de l’ADN lors de la réplication de l’ADN (Erdmann et al., 2015c). La 
déméthylation observée avec ces inhibiteurs sera donc dépendante de leur efficacité au 
moment de chaque réplication et peut ainsi se traduire sous la forme d’une 
équation comme cela est représenté à la [Figure 35]. La 5azadC, au contraire, induit une 
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déméthylation active en formant un complexe covalent irréversible avec les DNMTs qui 
sont alors dégradées par le protéasome, tandis que l’ADN est réparé. 
Dans le cas des bi-substrats, nous avons également analysé la méthylation de CDKN2A 
dans la lignée HCT1116, et les résultats obtenus montrent, comme pour le composé 3-
chloro-3-nitroflavanone, une déméthylation plus importante après 7 jours de 
traitement. Ces trois composés, bi-substrat, ont aussi été évalués à l’aide du modèle 
cellulaire KG1-Luc avec lequel nous avons pu observer une déméthylation du 
promoteur CMV. 
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Figure 35. Déméthylation passive de l’ADN. 
La  perte passive de la méthylation de l'ADN dans les cellules est fonction de l’efficacité des inhibiteurs 
catalytiques. Les courbes ont été obtenues en utilisant l'équation suivante: méthylation de l'ADN = [(1 - x) / 2]n, où 
1 représente une méthylation maximale de l'ADN, x est l'efficacité d’inhibition (0 ≤ x ≤ 1), et n le temps de 
doublement. 
Nous avons par ailleurs utilisé le modèle cellulaire KG1-Luc, pour analyser l’effet 
de nos composés sur la chromatine. En effet, le deuxième objectif de cette thèse 
était de caractériser plus en détail l’effet de ces inhibiteurs de la méthylation, sur 
d’autres paramètres épigénétiques liés à cette déméthylation, en particulier leur impact 
au niveau de la chromatine.  
Dans un premier temps nous avons étudié l’effet de nos composés, les plus actifs 
in-vitro, sur leur capacité à induire une expression de la luciférase. Lorsque cette 
réponse était positive, nous avons alors analysé la déméthylation du promoteur CMV 
et l’ouverture de la chromatine sur cette séquence promotrice.  
Nous avons ainsi pu mettre en évidence une déméthylation du promoteur CMV par le 
composé 3 de la famille des flavanones et une ouverture de la chromatine relativement 
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importante. Afin de minimiser les biais connus de ce modèle, nous avons comparé l’effet 
obtenu avec cet inhibiteur non nucléosidique, à l’effet de la 5azadC mais aussi au 
composé 4, un composé négatif de la série flavanone.  Ce composé ne présentant aucune 
activité d’inhibition des DNMT in-vitro.  
Ces analyses ont également été réalisées avec les composés 4, 67 et 69 de la série bi-
substrat. Une déméthylation du promoteur CMV est bien observée avec ces molécules 
mais l’ouverture de la chromatine, bien que présente, montre un effet moins marqué 
pour cette série chimique.  
Enfin, lors des criblages réalisés par notre équipe, ce modèle était utilisé seulement avec 
un traitement des cellules durant 24h. Les résultats obtenus au cours de cette thèse, ont 
également permis de mettre en évidence un effet déméthylant de ces molécules sur la 
séquence promotrice CMV, ainsi que l’ouverture de la chromatine après 3 jours de 
traitement. Ceci est important puisqu’il s’agit d’une caractéristique des phénomènes 
épigénétiques. 
Dans un deuxième temps, nous avons utilisé ce modèle CMV-Luc pour analyser 
les modifications des histones ainsi que le recrutement des facteurs de 
transcription après 3 jours de traitement. Ce travail a été réalisé uniquement pour le 
composé 3, et nous avons comparé les résultats obtenus pour ce produit avec les effets 
observés avec la 5azadC dans les mêmes conditions.  
Nos résultats montrent un profil similaire entre ce composé non nucléosidique et celui 
obtenu avec la 5azadC. En effet, nous observons avec ces deux molécules une 
diminution de la marque d’histone inhibitrice H3K9, au niveau de la séquence 
promotrice CMV, et un recrutement du facteur de transcription CREB. Cet effet est 
néanmoins moins marqué avec notre composé. 
 
Au cours de cette thèse nous avons donc pu mettre en évidence l’activité 
déméthylante de petites molécules chimiques qui ne sont pas des analogues de 
nucléosides. Nos résultats montrent également des effets similaires au niveau de la 
chromatine entre nos molécules inhibitrices de DNMT et la 5azadC. Nous avons par 
ailleurs mis en évidence avec le composé 3 une déméthylation plus spécifique des 
ilôts CpG localisés au niveau des régions promotrices des gènes. Ceci n’est pas le cas 
avec la 5azadC, pour laquelle les régions déméthylées sont beaucoup plus réparties 
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dans tout le génome mais aussi dans les corps des gènes. Il a été décrit que la 5azadC 
s’intègre dans l’ADN, tout le long du génome, au moment de la réplication et entraine 
ainsi une déméthylation non ciblée des CpG. D’autres travaux ont montré par ailleurs, 
que cette molécule possède de nombreux effets non spécifiques tels que des dommages 
à l’ADN (Biswal et al., 2012) ou une inhibition de la synthèse protéique (Aimiuwu et 
al., 2012). Ces actions non épigénétiques pourraient expliquer en partie les effets plus 
importants et les cinétiques plus courtes observées avec la 5azadC. 
Nos inhibiteurs non nucléosidiques agissent plutôt de manière catalytique au niveau 
des DNMT et inhiberaient donc la méthylation de régions régulatrices, ciblées plus 
spécifiquement par les DNMT. 
Nos molécules présentent cependant des activités moins importantes que la 5azadC et 
elles restent encore à améliorer, en particulier au niveau de leur stabilité pour la série 
flavanone et au niveau de la solubilité en ce qui concerne les bi-subsrats.  
La recherche et la caractérisation d’inhibiteurs non-nucléosidiques des DNMT 
sont des défis pouvant amener vers de nouveaux candidats médicaments, mais qui se 
heurtent à de nombreux problèmes. En effet, la méconnaissance des mécanismes mis en 
jeu, lors d’une inhibition catalytique des DNMT, est un problème inhérent à la recherche 
d’agents déméthylants non-nucléosidiques. 
Afin de répondre à cette problématique, nous avons utilisé notre modèle cellulaire KG1 
CMV-Luc comme un modèle prédictif, permettant de classer ces nouveaux composés 
en fonction de leur capacité à déméthyler l’ADN et à induire une ré-expression 
génique.  De plus, la compréhension du rôle des CpG au niveau des promoteurs peut 
aider dans la conception d’outils spécifiques de ces régions et cela peut également 
permettre d’identifier si certains CpG jouent un rôle majeur dans ces séquences 
promotrices. 
Pour cela, nous nous sommes intéressés aux données de méthylation du promoteur 
CMV, que nous avons analysées CpG par CpG. Ceci nous a permis d’isoler les CpG 
localisés sur les séquences correspondantes aux sites potentiels de fixation des facteurs 
de transcription SP1, CREB et NFkB. Nous avons ensuite comparé la méthylation de ces 
CpG spécifiques et la méthylation des autres CpG présents sur la séquence du promoteur 
CMV, mais localisés en dehors des sites de fixation des facteurs de transcription. Dans 
cette analyse nous avons rapporté les valeurs de méthylation obtenues pour chaque 
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composé chimique en fonction des valeurs d’expression de la luciférase [Figure 36]. Les 
données disponibles pour une troisième série de molécules ont été utilisées pour 
réaliser ces analyses. A ce jour, cette série chimique fait l’objet d’une demande de 
brevets par notre équipe et les structures des trois composés représentés sur les 
graphiques ne peuvent pas être communiquées. 
Les résultats ainsi obtenus permettent d’établir l’existence d’une corrélation entre le 
niveau de méthylation du promoteur CMV et le niveau d’expression de la 
luciférase. De plus, lorsque cette même analyse est réalisée uniquement avec les CpG 
correspondants aux sites de fixation des facteurs de transcription, nous constatons 
une meilleure corrélation  entre ces deux paramètres. Cela montre l’importance de 
certains CpG au sein d’un même promoteur. Ces CpG semblent ainsi jouer un rôle 
majeur dans la régulation de la transcription et l’analyse spécifique de leur 
méthylation peut donc être un bon marqueur de l’effet d’inhibiteurs épigénétiques. Ce 
résultat est, par ailleurs, renforcé par les résultats de ChIP pour lesquels nous observons 
un recrutement du facteur de transcription CREB.  
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Figure 36. Déméthylation du promoteur CMV et expression de la luciférase. 
Représentation graphique des valeurs de méthylation en fonction de l’induction de la luciférase. Ces résultats 
sont obtenus pour plusieurs composés non nucléosidiques, appartenant à 3 séries chimiques différentes. Les 
résultats sont représentés pour tous les CpG présents sur la séquence promotrice (A), et uniquement pour les 
CpG localisés sur les séquences potentielles de fixation des facteurs de transcription (B). 
Nous avons utilisé la même approche concernant l’état d’accessibilité de la chromatine 
[Figure 37]. Le résultat que nous avons obtenu montre également une corrélation entre 
le niveau d’ouverture de la chromatine et  le niveau d’expression de la luciférase. 
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Figure 37. Ouverture de la chromatine de CMV et expression de la luciférase. 
Représentation graphique des valeurs d’ouverture de la chromatine en fonction de l’induction de la 
luciférase. Ces résultats ont été obtenus pour plusieurs composés non nucléosidiques correspondants 
à 3 séries chimiques différentes. 
Ces analyses ont été réalisées à très petite échelle mais il est intéressant de noter que 
Whitaker et al., ont développé en 2015 un outils bio-informatique, nommé Epigram 
(http://wanglab.ucsd.edu/star/epigram), basé sur l’analyse des modifications 
épigénétiques. Cet outil d’analyse in-silico se base essentiellement sur les séquences 
correspondant aux sites de fixation des facteurs de transcription, pour analyser des 
modifications de l’épigénome.   
 
Par ailleurs, des expériences préliminaires avec ce modèle KG1 CMV-Luc ont 
permi de mettre en évidence des effets synergiques sur l’expression de la luciférase, 
lorsque les cellules sont traitées avec certaines combinaisons d’inhibiteurs 
épigénétiques. Ces premières expériences montrent également que cette approche 
pourrait permettre de réduire les concentrations requises des composés utilisés dans les 
traitements de  chimiothérapie, limitant de cette manière les effets secondaires. 
Ce modèle cellulaire pourrait donc être utilisé afin d’évaluer le potentiel de ces 
nouveaux inhibiteurs de DNMT, en combinaison avec des inhibiteurs de désacétylases 
des histones (HDACi) ou d’autres acteurs épigénétiques. En effet, lorsqu’ils sont utilisés 
seuls, les modulateurs de marques d’histones ne réussissent pas à induire une ré-
expression stable des gènes dont le promoteur est hyperméthylé (Miranda et al., 2009). 
D’un autre coté, le traitement uniquement par un agent déméthylant d’ADN induit une 
déméthylation des promoteurs de TSG qui n’est pas forcément corrélée à une ré-
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expression, probablement à cause des marques d’histones (Flotho et al., 2009). Ainsi,  
une forte synergie a été observée suite à des traitements combinés de modulateurs de 
marques d’histones et des agents déméthylants de l’ADN (Cameron et al,. 1999 ; Fandy 
et al., 2009 ; ). Une étude clinique a démontré l’efficacité d’une combinaison de 5-
azacytidine et de phénylbutyrate dans le cadre de tumeurs solides et de leucémies 
(Rudek et al., 2005). Par ailleurs, l’utilisation, en culture cellulaire, d’une combinaison de 
de décitabine avec du belinosat ou du panobinostat révèle également un effet 
antileucémique (Kalak et al., 2015 ; Marchi et al., 2015). 
Les inhibiteurs d’HDACs et de la méthylation de l’ADN peuvent également être associés à 
des composés classiquement utilisés lors de chimiothérapies. L’avantage de cette 
approche est tout d’abord de se baser sur un traitement existant partiellement efficace. 
Il a ainsi été montré que l’utilisation du phenylbutyrate et de la 5azadC sensibilise des 
cellules B tumorales à l’action de la doxorubicine, (Witzig et al., 2000 ; Clozel et al., 
2013).  
 
Des études de plus en plus nombreuses s’intéressent aussi à l’utilisation de ces 
thérapies épigénétiques en combinaison avec des traitements basés sur l’utilisation 
d’anticorps thérapeutiques (Yang et al., 2014 ; Ørskov et al., 2015). Des études récentes 
révèlent aussi que le mécanisme d’action des inhibiteurs de la méthylation de l’ADN 
passerait par une activation du système immunitaire (Li et al., 2014; Chiappinelli et al., 
2015; Roulois et al., 2015). Il sera ainsi intéressant de tester nos inhibiteurs les plus 
prometteurs en suivant cette dernière approche mais aussi dans des modèles de 
ressensibilisation à la chimioresistance. 
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Development of a universal radioactive DNA methyltransferase 
inhibition test for high-throughput screening and mechanistic studies. 
(2013) Nucleic Acids Res. 41 (19):e185. 
 
Gros C, Chauvigné L, Poulet A, Menon Y, Ausseil F, Dufau I, Arimondo PB. 
 
Résumé de l’article 
 
Cet article présente la mise au point, réalisée par Christina Gros au cours de sa 
thèse, d’un nouveau test de l’inhibition des DNMTs basé sur la scintillation par proximité 
(SPA). Une automatisation de ce test a permis la réalisation d’un criblage haut-débit et 
d’études mécanistiques d’inhibiteurs de DNMT. Après avoir optimisé ce test sur DNMT1 
et l’avoir calibré à l’aide de deux inhibiteurs connus (la sinéfungine et un duplexe d’ADN 
contenant de la zébularine), des études de compétition ADN et SAM, ont été réalisées, 
sur deux inhibiteurs de référence (la sinéfungine et un duplexe d’ADN contenant la 
zébularine) et sur un composé original (3-chloro-3-nitroflavanone). Dans les trois cas, le 
mécanisme d’action de ces molécules a été étudié vis-à-vis du SAM et de l’ADN sur 
DNMT1. Enfin, les résultats obtenus montrent que ce test est applicable à trois sources 
de DNMT différentes : la DNMT3A humaine, la DNMT bactérienne M.SssI et des extraits 
cellulaires. 
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Annexe A.2. 
Design, Synthesis and Biological Evaluation of 4-Amino-N-(4-
aminophenyl)benzamide Analogues of Quinoline-Based SGI-1027 as 
inhibitors of DNA methylation. 
(2014) ChemMedChem, 9 (3), 590-601. 
 
 
Rilova, E., Erdmann, A., Gros, C., Masson, V., Aussagues, Y., Poughon-Cassabois, V., 
Rajavelu, A., Jeltsch, A., Menon, Y., Novosad, N., Grégoire, J.-M., Vispé, S., Schambel, P., 
Ausseil, F., Sautel, F., Arimondo, P.B. and Cantagrel, F. 
 
Résumé de l’article 
Cet article présente une étude réalisée sur 38 dérivés synthétisés dans notre 
équipe comme des analogues de la molécule SGI-1027. 
Initialement synthétisé en tant que ligand du petit sillon, le SGI-1027 inhibe la DNMT 
bactérienne M.SssI, la DNMT1 humaine et la Dnmt3A et Dnmt3B murines (Datta et al. 
2009). Ce composé est en outre, capable d’inhiber la méthylation de l’ADN au niveau 
cellulaire et de réactiver les gènes suppresseurs de tumeurs P16, TIMP3 et MLH1 (Datta 
et al., 2009). Cette molécule est également utilisée comme composé de référence dans de 
nombreux tests d’inhibition des DNMT (Yoo and Medina-Franco 2012 ; Fagan et al. 
2013) et sert de base à plusieurs études de SAR (Gamage et al. 2013; Valente et al., 
2014).  
La synthèse de nouveaux dérivés de SGI-1027 a donc été envisagé dans notre 
laboratoire afin d’accroître sa puissance. Au cours de ces travaux, nous avons mis en 
évidence  la réactivation du gène de la luciférase, dans le modèle cellulaire KG-1-CMV 
Luc, pour 3 dérivés présentant une inhibition in vitro de DNMT 3A comparable au SGI-
1027.  
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Annexe A.3. 
Design and synthesis of new non nucleoside inhibitors of DNMT3A. 
(2015) Bioorg Med Chem. 23 (17), 5946-5953. 
 
Alexandre Erdmann, Yoann Menon, Christina Gros, Nicolas Molinier, Natacha Novosad, 
Arnaud Samson, Jean-Marc Gregoire, Christophe Long, Frédéric Ausseil, Ludovic Halby 
and Paola B. Arimondo. 
 
 
Résumé de l’article 
Des molécules de type propiophénone ont été identifiées lors du criblage de la 
chimiothèque Pierre Fabre pour l’inhibition de la DNMT3A.  Parmi les 66 000 composés 
chimiques qui ont été criblés, une inhibition de l’enzyme a été observée avec 25 
analogues appartenant à cette classe de molécules, constiuant ainsi un point de départ 
pour une étude SAR vis-à-vis de l’inhibition de l’enzyme.  
Cette étude a aboutit à une molécule hit (1 dans l’article) à partir de laquelle Alexandre 
Erdmann a synthétisé de nouveaux dérivés durant sa thèse en chimie. Au cours de ses 
travaux, plusieurs modifications ont été réalisées sur cette molécule, dont les plus 
intéressantes nous ont menés vers le composé 33 (EC50 = 2.1µM). Ce composé montre 
cependant une réactivité et pourrait éventuellemen réagir avec la cystéine catalytique 
de la DNMT. Cette étude ouvre de nouvelles reflexions concernant la conception 
d’inhibiteur non nucléosidiques covalent pour mimer la 5azadC. 
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Annexe A.4. 
Identification and optimisation of hydrazone-gallate derivatives as 
specific inhibitors of DNA methyltransferase 3A.   
(2015)  soumis à Future medicinal chemistry. 
 
 
Alexandre Erdmann, Yoann Menon, Christina Gros, Veronique Masson, Yannick 
Aussagues, Frederic Ausseil, Natacha Novosad, Philippe Schambel, Michel Baltas 
 and Paola B. Arimondo. 
 
 
Résumé de l’article 
Le criblage des chimiothèques sur l’inhibition de la DNMT3A ont mené à une 
famille de dérivés hydrazones d’aldéhyde gallique, que les chimistes du laboratoire ont 
optimisé pour inhiber sélectivement DNMT3A par rapport à DNMT1. Une étude de SAR à 
partir des composés criblés a permis d’identifier le composé 6 comme hit avec une EC50 
de 7,3 μM. Le travail d’optimisation du pharmacophore a mis en évidence une 
amélioration de l’activité pour le composé 17 qui a une EC50 d’inhibition de DNMT3A de 
1,6 μM. 
Ce composé 17 montre une capacité à ré-exprimer le gène rapporteur CMV-luc à 5 μM et 
ne présente pas d’effet cytotoxique à 10 μM sur trois lignées: KG-1 (leucémie), MBA-MD- 
231 (cancer du sein) et HCT116 (cancer du colon). Sa capacité à inhiber sélectivement la 
DNMT3A par rapport à DNMT1 est supportée par une hypothèse de modélisation qui 
met en évidence son interaction avec des résidus spécifiques de DNMT3A. 
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Study of the pharmacological effects of non-nucleoside inhibitors of DNA methylation 
Epigenetic modifications participate to the control of gene expression. Methylation of deoxycytidines (dC) 
in the DNA was shown to play a key role in epigenetic regulation in mammals. It is the most stable 
epigenetic mark and occurs at CpG sites, which are grouped in islands and essentially located in promoters, 
repeated sequences and CpG island shores. Hypermethylation of promoters induces gene silencing while 
hypomethylation is associated to gene expression. Enzymes responsible for DNA methylation are the DNA 
methyltransferases (DNMTs). Two families of catalyticallyactive DNMTs have been identified: DNMT1, 
mainly responsible for DNA methylation maintenance during replication; and DNMT3A and 3B that perform 
de novo DNA methylation and support maintenance. Alteration of DNA methylation patterns lead to various 
diseases such as cancer. Cancerous cells often present aberrant DNA methylation, in particular a specific 
hypermethylation of tumor suppressor genes is observed. Restoring their expression by inhibition of DNA 
methylation represents an attractive therapeutic strategy. 
Several DNMTs inhibitors have been described. Two nucleoside analogs are FDA approved to treat 
leukemia: 5-azacytidine (Vidaza) and 5-azadeoxycytidine (Dacogene®). Our laboratory develops since 
several years new inhibitors of DNMT, non-nucleoside analogs, targeting the catalytic site. Here, I studied 
the pharmacological effects of these DNMTs catalytic inhibitors using several cancer cell lines (leukemia, 
lymphoma and colon cancer) and different technologies to follow DNA methylation, chromatin accessibility, 
histone modifications and gene expression. Since epigenetic therapies aim at the reprogramming of cancer 
cells, I explored the long-term modifications induced by the compounds. We show that these novel 
compounds are potent inhibitors of DNMT3A and able to induce the expression of a reporter gene 
(luciferase) under the control of a methylated CMV promoter by demethylation of the promoter and opening 
of the chromatin. Finally, these new DNMTs inhibitors demethylate the promoter region of tumor suppressor 
genes and induce their re-expression. 
 
Etude des effets pharmacologiques d’inhibiteurs non nucléosidiques de la méthylation de l'ADN 
Les modifications épigénétiques participent au contrôle de l'expression génique. Il a été montré que la 
méthylation des désoxycytidines (dC) de l'ADN joue un rôle clé dans la régulation épigénétique chez les 
mammifères. Cette modification correspond à la marque épigénétique la plus stable. Elle a lieu sur des résidus 
CpG regroupés en ilôts, essentiellement situés au niveau des séquences promotrices, des séquences répétées et 
des séquences encadrants les ilôtsCpG. L’hyperméthylation des promoteurs induit une inhibition de 
l’expression des gènes, tandis qu’une hypométhylation est associée à une expression. Les enzymes 
responsables de la méthylation de l'ADN sont les méthyltransférases d'ADN (DNMTs). Deux familles de 
DNMTscatalytiquement actives ont été identifiées: on distingue la DNMT1, principalement responsable de la 
maintenance de la méthylation de l’ADN lors de la réplication, et les DNMT3A et 3B, qui sont responsables 
d’une méthylation de l'ADN dite de novo. L'altération des profils de méthylation de l'ADN conduit à diverses 
maladies telles que le cancer. Les cellules cancéreuses présentent souvent un profil de méthylation de l'ADN 
différent des cellules saines, on observe en particulier une hyperméthylation spécifique des gènes dits 
suppresseurs de tumeur. Une restauration de leur expression par l’inhibition de la méthylation de l'ADN 
représente ainsi une stratégie thérapeutique attrayante.  
Plusieurs inhibiteurs de DNMTs ont été décrits et deux analogues de nucléosides sont approuvés par la 
FDA pour traiter certaines leucémies: la 5-azacytidine (Vidaza) et la 5-azadeoxycytidine (Dacogene®). 
Notre laboratoire développe depuis plusieurs années de nouveaux inhibiteurs non nucléosidiques de DNMTs 
qui ciblent leur site catalytique. J’ai étudié ici les effets pharmacologiques de ces inhibiteurs catalytiques des 
DNMTs, en utilisant plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (issues d’une leucémie, d’un lymphome et d’un 
cancer du côlon). J’ai utilisé pour cela différentes technologies permettant d’analyser la méthylation de 
l'ADN, l'accessibilité de la chromatine, les modifications des histones et l'expression des gènes. Ces 
nouvelles thérapies épigénétiques visent à la reprogrammation des cellules cancéreuses, c’est pourquoi j’ai 
exploré les modifications à long terme induites par ces nouveaux composés. Nous avons montré que ces 
composés sont des inhibiteurs puissants de DNMT3A et qu’ils sont capables d'induire l'expression d'un gène 
raporteur (la luciférase) sous le contrôle du promoteur CMV, par une déméthylation de ce promoteur et une 
ouverture de la chromatine. Enfin, ces nouveaux inhibiteurs de DNMTs déméthylent la région promotrice de 
gènes suppresseurs de tumeurs et induisent leur ré-expression. 
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